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Terminología inglesa: se ha evitado, en la medida de lo posible, el empleo de términos 
ingleses, salvo aquellos en los que por su difícil traducción y/o estar ampliamente 
aceptados por la comunidad científica internacional se ha preferido mantener. 
 
Amyg  amígdala 
APP  proteína precursora del amiloide 
βA  péptido β-amiloide 
CA  (Cornu Ammonis) cuerno de Amón 
CBD   (Carbohydrate Binding Domain) dominio de unión a carbohidratos  
DCB  degeneración corticobasal 
DG  giro dentado 
DSPD   (Dual Specificity Phosphatase Domain) dominio proteína tirosina 
fosfatasa de especificidad doble  
EEG  electroencefalograma 
EMPs  epilepsias mioclónicas progresivas 
EPM2A  (epilepsy of progressive myoclonus type 2 gene A) gen A de la epilepsia 
mioclónica progresiva tipo 2 
EPM2B  (epilepsy of progressive myoclonus type 2 gene B) gen B de la epilepsia 
mioclónica progresiva tipo 2 
FTDs  demencias frontotemporales 
FTDP-17 Demencia frontotemporal con parkinsonismo asociada al cromosoma 17  
GABA  ácido γ-aminobutírico 
GABAA receptor de GABA, tipo A 
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GBE  (glycogen branching enzyme) enzima ramificante de glucógeno 
GDE  (glycogen debranching enzyme) enzima desramificante de glucógeno 
GP  glucógeno fosforilasa 
GPK  glucógeno fosforilasa quinasa 
GS  glucógeno sintasa 
hTauVLW transgen de la proteína tau humana con dos exones en el extremo amino 
terminal, cuatro repeticiones en el dominio de unión a tubulina y con las 
mutaciones G272V, P301L y R406W de FTDP-17, bajo el control del 
promotor específico neuronal Thy-1 
ID  índice de discriminación 
LI-LVI capas I a VI de corteza cerebral 
mRNA ARN mensajero 
NFTs  (neurofibrillary tingles) ovillos neurofibrilares  
PAS  (periodic acid-Schiff) tinción del ácido periódico de Schiff  
PBS  tampón fosfato salino 
PHF  (paired helical filaments) neurofilamentos helicoidales apareados 
PP1  proteína fosfatasa tipo 1 
PSEN1 gen de la presenilina 1 
PSEN2 gen de la presenilina 2 
PSP  parálisis supranuclear progresiva 
PTG  (protein targeting to glycogen) enzima que dirige proteínas al glucógeno 

























La enfermedad de Lafora es una epilepsia mioclónica progresiva que se hereda 
de forma autosómica recesiva, causada por mutaciones en el gen EPM2A, que codifica 
la proteína laforina, y en el gen EPM2B, que codifica la proteína malina. El rasgo 
neuropatológico característico de la enfermedad es la presencia de cuerpos de Lafora, 
inclusiones citoplasmáticas de poliglucosanos en el sistema nervioso central y en otros 
órganos y tejidos. En este trabajo se han utilizado dos modelos animales generados 
mediante manipulación genética de los dos genes conocidos hasta el momento como 
responsables de la enfermedad de Lafora, los ratones Epm2a-/- y Epm2b-/-, para analizar 
las alteraciones neurológicas que aparecen en los mismos a consecuencia de la ausencia 
de las proteínas codificadas por estos genes. Estos ratones presentan neurodegeneración 
y acumulación de cuerpos de Lafora en tejidos neuronales y no neuronales. A nivel 
funcional, la ausencia de estas proteínas produce alteraciones en la actividad y 
coordinación motoras, déficits en la memoria a corto plazo y discinesias, además de 
mioclonías que se reflejan en el EEG como puntas, complejos de punta-onda y 
polipuntas espontáneas. Los ratones Epm2a-/- manifiestan también crisis tónico-clónicas 
espontáneas y una mayor sensibilidad al agente epileptógeno PTZ, antagonista del 
receptor GABAA. Las alteraciones neurológicas observadas en los ratones Epm2a-/- y 
Epm2b-/- se correlacionan con la presencia de abundantes cuerpos de Lafora en corteza 
cerebral, hipocampo, núcleos basales, núcleos motores del troncoencéfalo y cerebelo, lo 
que sugiere que estos agregados podrían causar daños cerebrales que conducirían a 
alteraciones cognitivas y de comportamiento. Estos modelos de Lafora reproducen 
fielmente muchas de las características patológicas de la enfermedad, por lo que pueden 
constituir una herramienta eficaz para el desarrollo de nuevas terapias.  
Adicionalmente, en este trabajo se ha estudiado un modelo experimental 
transgénico de la proteína tau humana con mutaciones de la demencia frontotemporal 
con parkinsonismo asociada al cromosoma 17 (FTDP-17), los ratones TauVLW, que 
presentan agregados de tau hiperfosforilado, alteraciones motoras y déficits cognitivos. 
Estos ratones muestran también crisis epilépticas espontáneas, que se reflejan en el EEG 
como complejos de punta-onda de frecuencia variable. Además, presentan una 
sensibilidad notablemente mayor al agente epileptógeno PTZ, reflejando la existencia 
de alteraciones en los circuitos GABAérgicos. Este modelo constituye un valioso 
instrumento para el estudio de los factores que influyen en la aparición de crisis 































1. Epilepsias y crisis epilépticas 
Las epilepsias constituyen un grupo de enfermedades neurológicas 
caracterizadas por la presencia de crisis epilépticas recurrentes no provocadas. Se 
denomina crisis epiléptica a una alteración brusca de la actividad eléctrica de la corteza 
cerebral que se manifiesta clínicamente por síntomas motores, síntomas sensitivos, 
alteraciones de la conducta y/o trastornos de la conciencia y se pueden presentar en el 
contexto de un síndrome epiléptico o como consecuencia de otras alteraciones 
neurológicas (Berg et al., 2010). Afectan a 50-100 millones de personas en todo el 
mundo constituyendo una de las afecciones neurológicas más frecuentes. Existen más 
de 100 formas distintas de epilepsia que se diferencian en base al tipo de crisis, la 
etiología, los factores desencadenantes, la edad de comienzo, la gravedad, la 
cronificación y en ocasiones, al pronóstico y evolución. La Liga Internacional Contra la 
Epilepsia (ILAE) clasifica las crisis epilépticas en dos grandes grupos principales: crisis 
generalizadas, cuando la descarga epiléptica afecta a ambos hemisferios cerebrales y 
crisis parciales o focales, cuando sólo se compromete un hemisferio o parte de éste 
(Berg et al., 2010).  
Las formas más comunes de epilepsias con crisis generalizadas (principalmente 
crisis de ausencia y crisis tónico-clónicas) presentan un componente genético. Sin 
embargo, existen otras múltiples causas responsables de la aparición de crisis 
epilépticas, como son las lesiones en el feto durante el embarazo y/o parto, las lesiones 
cerebrales adquiridas, como los accidentes vasculares y los tumores, los traumatismos 
craneales, las infecciones del sistema nervioso central, los trastornos metabólicos 
adquiridos, el alcohol, así como ciertos productos tóxicos. 
Por otra parte, existen numerosas enfermedades neurodegenerativas que 
presentan un cuadro clínico complejo asociando síntomas de mioclonías y epilepsia, 
entre ellas la corea de Huntington, la ataxia de Friedreich, la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob, la enfermedad de Wilson y ciertos casos de enfermedad de Alzheimer. 
1.1. Epilepsias mioclónicas progresivas. Enfermedad de Lafora 
Las epilepsias mioclónicas progresivas (EMPs) constituyen un grupo de 
enfermedades neurológicas crónicas de origen genético que están caracterizadas por la 
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asociación de crisis epilépticas generalizadas tónico-clónicas y mioclonías difusas, 
presentando frecuentemente un deterioro intelectual. Entre las EPMs, se encuentran la 
enfermedad de Unverricht-Lundborg, la ceroidolipofuscinosis neuronal, la sialidosis 
tipo I, el síndrome de MERRF (Myoclonic Epilepsy with Ragged Red Fibers) y la 
enfermedad de Lafora. 
La enfermedad de Lafora (OMIM # 254780, ORPHA501) es una epilepsia 
mioclónica progresiva, que fue descrita en el año 1911 por Gonzalo Rodríguez Lafora y 
clasificada dentro del grupo de las epilepsias generalizadas (Lafora, 1911; Lafora and 
Glueck, 1911; Nanduri et al., 2008). Se presenta inicialmente en la adolescencia, más 
frecuentemente entre los 10 y 17 años de edad, con sus primeras manifestaciones 
clínicas: crisis generalizadas tónico-clónicas, ausencias, caídas espontáneas súbitas o 
crisis visuales parciales que rápidamente se continúan con sacudidas mioclónicas 
asimétricas o generalizadas. La enfermedad evoluciona irremediablemente hacia un 
empeoramiento clínico y las mioclonías aumentan en frecuencia y se hacen constantes. 
Con el tiempo aparece una demencia progresiva, apraxia, afasia, amaurosis, mutismo y 
agotamiento muscular (Berkovic et al., 1986; Chan et al., 2004a; Ganesh et al., 2002b; 
Van Heycop Ten Ham, 1974) que lleva a los pacientes a un estado vegetativo y a la 
muerte, normalmente en menos de una década desde la aparición los primeros síntomas 
(Acharya et al., 1995; Roger J et al., 1992; Van Heycop Ten Ham, 1974). Al principio 
de la enfermedad, la actividad electroencefalográfica de base es normal pero presenta 
abundantes descargas de punta-onda que se incrementan con la estimulación luminosa 
intermitente (ELI). Poco después, el electroencefalograma (EEG) aparece 
desorganizado con fondo lento y con complejos de punta-onda de 3-6 Hz y polipuntas 
síncronas, bilaterales y de alto voltaje. Durante los primeros meses desde la aparición de 
la enfermedad, la actividad basal empeora y aparecen anomalías epileptiformes 
multifocales además de brotes generalizados. En la fase terminal de la enfermedad, el 
EEG está muy desorganizado (Berkovic et al., 1991; Van Heycop Ten Ham, 1974). A 
nivel neuropatológico se observa una abundante pérdida de neuronas sin 
desmielinización ni inflamación. Todas las regiones del sistema nervioso central se ven 
involucradas en este proceso, principalmente la corteza cerebral y la corteza cerebelosa, 
los ganglios basales, los núcleos del cerebelo, el tálamo y el hipocampo. Además, 
también se observa neurodegeneración en la retina (Carpenter et al., 1974; Schwarz and 
Yanoff, 1965; Van Heycop Ten Ham, 1974). Hasta el momento no existen tratamientos 
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preventivos ni curativos para la enfermedad de Lafora y solamente se pueden tratar las 
crisis con fármacos antiepilépticos, pero los pacientes se hacen resistentes a los mismos 
con rapidez.  
La enfermedad de Lafora es una enfermedad autosómica recesiva (Chan et al., 
2003b; Fernandez-Sanchez et al., 2003; Gomez-Abad et al., 2005; Gomez-Garre et al., 
2000; Ianzano et al., 2004; Minassian et al., 1998; Serratosa et al., 1999; Singh et al., 
2005)  que se engloba dentro del grupo de las llamadas enfermedades raras (menos de 5 
casos por cada 10000 habitantes) y se caracteriza por afectar a ambos sexos por igual, 
siendo la mayor parte de los casos descritos descendientes de uniones consanguíneas 
(Acharya et al., 1993; Delgado-Escueta et al., 2001; Serratosa et al., 1995). La mayor 
parte de los afectos se encuentran en países mediterráneos del Sur de Europa, Oriente 
Medio, Norte de África, India y Pakistán (Acharya et al., 1993; Delgado-Escueta et al., 
2001; Serratosa et al., 1995). Existen también algunos casos aislados en Canadá, 
Australia, Suecia, EEUU, Costa Rica y Bolivia (Delgado-Escueta et al., 2001).  
A nivel histopatológico, la enfermedad de Lafora se caracteriza por la presencia 
de inclusiones intracelulares que, originariamente, se describieron en el cerebro y 
médula espinal de un paciente adolescente (Lafora and Glueck, 1911) y que, 
posteriormente, se denominaron cuerpos de Lafora. Estas inclusiones citoplasmáticas 
son positivas a la tinción del ácido periódico de Schiff (periodic acid-Schiff, PAS) y 
están constituidas por polímeros similares al glucógeno, insolubles y pobremente 
ramificados (poliglucosanos) (Berkovic et al., 1986; Harriman et al., 1955; Lafora, 
1911; Lafora and Glueck, 1911; Sakai et al., 1970; Yokoi et al., 1968).  
Los cuerpos de Lafora se encuentran en distintos órganos y tejidos como piel, 
hígado, músculo, corazón y retina (Berkovic et al., 1993; Van Heycop Ten Ham, 1974) 
pero son más abundantes en aquellos órganos que presentan un metabolismo de glucosa 
elevado, como es el caso del cerebro, hígado, músculo esquelético y corazón (Van 
Heycop Ten Ham, 1974). El diagnóstico de la enfermedad, se realiza habitualmente a 
través de una biopsia cutánea axilar (Fig. 1) (Acharya et al., 1993; Carpenter and 




Figura 1. Imágenes de biopsia de piel humana con cuerpos de Lafora. Los cuerpos de Lafora teñidos 
con tinción de PAS (flechas) se localizan en células mioepiteliales de glándulas apocrinas procedentes de 
piel de la axila de un paciente. Imágenes amablemente cedidas por el Dr. José Luis Sarasa, del 
Departamento de Anatomía Patológica de la Fundación Jiménez Díaz. 
En el sistema nervioso central, los cuerpos de Lafora se encuentran en el 
citoplasma neuronal sin membrana que los delimite (Cavanagh, 1999; Van Heycop Ten 
Ham, 1974). A menudo desplazan al núcleo al ocupar todo el citoplasma de la neurona 
y también ocupan el citoplasma de muchas dendritas, pero raramente se localizan en los 
axones (Cavanagh, 1999). Presentan un centro denso y una periferia menos densa tras la 
tinción de PAS y su rango de tamaño varía entre 3 y 40 µm.  
1.2. Genes implicados en la enfermedad de Lafora 
Los análisis genéticos que se han realizado en familias de pacientes 
diagnosticados con la enfermedad de Lafora han conducido a la identificación de 
numerosas mutaciones responsables de la aparición de casi el 90% de los casos de la 
enfermedad. Estas mutaciones se localizan en dos genes diferentes: EPM2A (epilepsy of 
progressive myoclonus type 2 gene A) (Minassian et al., 1998; Serratosa et al., 1999) y 
NHLRC1/EPM2B (NHL repeat-containing protein 1/epilepsy of progressive myoclonus 
type 2 gene B) (Chan et al., 2003b). Hasta la fecha se han descrito 124 mutaciones 
distintas y numerosos polimorfismos en estos genes (Ganesh et al., 2006; Gomez-Abad 
et al., 2005; Minassian et al., 1999; Serratosa et al., 1999; Singh et al., 2008; Singh et 
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al., 2005). Tanto los pacientes con mutaciones en el gen EPM2A como los pacientes con 
mutaciones en el gen EPM2B presentan manifestaciones clínicas similares. Sin 
embargo, los casos asociados al gen EPM2A parecen tener un desarrollo clínico más 
severo, siendo más lenta la progresión de la enfermedad en los pacientes con 
mutaciones en el gen EPM2B (Gomez-Abad et al., 2005). Además, se ha postulado la 
existencia de un tercer locus, aún desconocido, relacionado con la enfermedad de Lafora 
ya que aproximadamente un 10% de los pacientes diagnosticados no presentan 
mutaciones en ninguno de estos genes (Chan et al., 2004b). 
1.2.1. Gen EPM2A y proteína laforina 
El gen  EPM2A (OMIM # 607566) está localizado en el cromosoma 6q24, 
(Sainz et al., 1997; Serratosa et al., 1995) y se organiza en 4 exones que codifican la 
proteína laforina (Fig. 2). Este gen es responsable de cerca del 60% de los casos de la 
enfermedad de Lafora (Minassian et al., 1998; Serratosa et al., 1999). Se trata de un gen 
altamente conservado (Gentry et al., 2007) que se expresa en todos los órganos y tejidos 
analizados: corazón, cerebro, músculo esquelético, hígado, pulmón, riñón, timo, 
ovarios, próstata, bazo, testículo, estómago, colon, páncreas, linfocitos y piel (Ganesh et 
al., 2001; Serratosa et al., 1999). En el caso del ratón, el gen Epm2a (NM_010146.2) se 
localiza en el cromosoma 10 (localización 10A) y al igual que en humanos, también se 
organiza en cuatro exones (Ganesh et al., 1999).  
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Figura 2. Estructura del gen EPM2A y de la proteína laforina. La numeración de los nucleótidos 
corresponde a la secuencia de referencia del mRNA de laforina humana con número de acceso de 
GenBank NM_005670.3. La región carboxilo-terminal de la proteína laforina presenta un dominio 
proteína fosfatasa de especificidad doble (DSPD) mientras que en la región amino-terminal, se encuentra 
25 
 
un dominio de unión a carbohidratos (CBD). Basado en (Singh and Ganesh, 2009) y en anotaciones de la 
base de datos de Protein de NCBI.  
El gen EPM2A codifica cinco isoformas de la proteína laforina, de 331, 317, 
224, 177 y 152 aminoácidos, que surgen por medio de un procesamiento alternativo del 
RNA (Dubey and Ganesh, 2008; Dubey et al., 2011; Minassian et al., 1998). Estas 
isoformas de laforina se localizan en el núcleo y/o en el citoplasma y dos de ellas 
presentan actividad fosfatasa. Pueden formar heterodímeros entre las isoformas activas 
y/o inactivas y así regular la actividad fosfatasa. Además, también regulan la actividad 
fosfatasa de laforina presentándose ellas mismas a la proteína malina para su 
degradación (Dubey et al., 2011). Así, gracias al procesamiento alternativo que da lugar 
a estas cinco isoformas de laforina, se modulan las propiedades funcionales de las 
mismas, además de establecer su localización subcelular (Dubey and Ganesh, 2008; 
Dubey et al., 2011; Ganesh et al., 2000; Ganesh et al., 2002c; Minassian, 2001). 
Hasta la fecha se han descrito 63 mutaciones distintas y varios polimorfismos en 
el gen EPM2A. La mayor parte de las mutaciones se han localizado en el segmento 
común a las dos isoformas de la laforina descritas inicialmente, las isoformas de 331 y 
317 aminoácidos, a lo largo de los 4 exones del gen EPM2A (Ianzano et al., 2004). 
Adicionalmente, el grupo de Singh (Singh et al., 2008) encontró una mutación que sólo 
afecta a la isoforma citoplasmática de 317 aminoácidos y que altera su localización 
subcelular. Entre las mutaciones descritas (Ianzano et al., 2005; Singh and Ganesh, 
2009) se incluyen deleciones, inserciones, cambios de aminoácidos e introducción de 
codones de parada que dan lugar a formas truncadas de la proteína (base de datos de 
mutaciones y polimorfismos de la epilepsia mioclónica progresiva de Lafora: 
http://projects.tcag.ca/lafora/) 
La región carboxilo-terminal de la proteína laforina presenta un dominio 
proteína fosfatasa de especificidad doble (DSPD, Dual Specificity Phosphatase 
Domain) fundamental para la función de la proteína laforina (Minassian et al., 1998; 
Serratosa et al., 1999) y en la región amino-terminal, se encuentra un dominio de unión 
a carbohidratos (CBD, Carbohydrate Binding Domain) que promueve su unión a 
glucógeno (Fig. 2) (Gomez-Garre et al., 2000; Serratosa et al., 1999). Mediante estudios 
funcionales, se ha confirmado que la proteína laforina es capaz de desempeñar las dos 
funciones predichas en base a su secuencia, ya que es capaz de unir polisacáridos 
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complejos así como de hidrolizar los residuos de fosfoserinas/treoninas y fosfotirosinas 
(Ganesh et al., 2000; Wang et al., 2002; Worby et al., 2006). También se ha observado 
que la proteína laforina se une a los cuerpos de Lafora a través del dominio CBD (Chan 
et al., 2004a; Wang et al., 2002).  
 Como veremos más adelante, la proteína laforina es también capaz de 
interaccionar con distintas proteínas celulares, entre ellas malina (Gentry et al., 2005),  
R5/PTG (protein targeting to glycogen) (Fernandez-Sanchez et al., 2003), la glucógeno 
sintasa (Worby et al., 2006), EPM2AIP1 (EPM2A interacting protein 1) (Ianzano et al., 
2003) y HIRIP5 (HIRA-interacting protein 5) (Ganesh et al., 2003).  
La proteína laforina de ratón, codificada por el gen Epm2a, tiene 330 
aminoácidos y su secuencia (NP_034276.2) muestra una homología del 89% con la 
laforina humana (NP_005661.1) (Ganesh et al., 1999).  
1.2.2. Gen EPM2B y proteína malina 
El gen EMP2B (NHLRC1, OMIM # 608072 ) (Chan et al., 2003a; Chan et al., 
2003b) está localizado en el cromosoma 6p22.3, se organiza en un solo exón y codifica 
la proteína malina (Fig. 3). Aproximadamente el 40% de los casos de enfermedad de 
Lafora portan mutaciones en el gen EMP2B (Chan et al., 2003b; Gentry et al., 2005). El 
gen Epm2b de ratón (NM_175340.4) se localiza en el cromosoma 13 (localización 
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Figura 3. Estructura del gen EPM2B y la proteína malina. La numeración de los nucleótidos 
corresponde a la secuencia de referencia del mRNA de malina humana con número de acceso de 
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GenBank NM_198586.2. Basado en (Singh and Ganesh, 2009) y en anotaciones de la base de datos de 
Protein de NCBI. 
Hasta el momento se han descrito 61 mutaciones y varios polimorfismos en el 
gen EPM2B (Ianzano et al., 2005; Singh and Ganesh, 2009), que incluyen deleciones, 
inserciones que conducen a un cambio de fase, así como cambios de aminoácido e 
introducción de codones de parada  (base de datos de mutaciones y polimorfismos de la 
epilepsia mioclónica progresiva de Lafora: http://projects.tcag.ca/lafora/). 
La proteína malina es una proteína ligasa de ubiquitina E3 de 395 aminoácidos. 
Presenta un dominio RING (Really Interesting New Group of Proteins) finger (un tipo 
específico de dedo de cinc, zinc finger) característico de una clase de ligasas de 
ubiquitina E3 (Freemont, 2000; Pickart, 2001). La actividad ligasa de ubiquitina E3 ha 
sido confirmada posteriormente a la secuenciación del gen (Gentry et al., 2005; Lohi et 
al., 2005a). Malina es capaz de autoubiquitinarse al ser sobre-expresada en células y de 
ubiquitinar sustratos como la laforina, la glucógeno sintasa, la enzima ramificante del 
glucógeno y la PTG, induciendo su degradación (Cheng et al., 2007; Gentry et al., 2005; 
Lohi et al., 2005a; Solaz-Fuster et al., 2008; Vilchez et al., 2007; Worby et al., 2008). 
Además, malina contiene seis dominios repetidos NHL en la región carboxilo-terminal 
(descritos por primera vez en las proteínas Ncl-1, HT2A y Lin-41) (Slack and Ruvkun, 
1998) implicados en la interacción proteína-proteína, que le permiten interaccionar 
también con laforina (Chan et al., 2003b; Gentry et al., 2005; Pickart, 2001; Solaz-
Fuster et al., 2008). En el caso de ratón, la proteína malina (NP_780549.1) consta de 
401 aminoácidos y presenta una homología de secuencia del 82% con la proteína 
humana (NP_940988.2). 
1.3. Interacción laforina-malina 
A partir del descubrimiento de los genes y de las mutaciones responsables de la 
aparición de la enfermedad de Lafora, diferentes laboratorios han intentado identificar 
las dianas fisiológicas del complejo laforina-malina para determinar las bases 
moleculares de la enfermedad. Así, se ha descrito que una de las funciones críticas de la 
malina consistiría en regular los niveles intracelulares de la laforina. Gracias a la 
actividad ubiquitina ligasa de malina, su interacción con laforina produciría la 
ubiquitinización y posterior degradación de la misma vía proteasoma (Gentry et al., 
2005). Además, se ha observado que la interacción directa de las dos proteínas en el 
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complejo laforina-malina induce la degradación de ciertas enzimas relacionadas con la 
síntesis del glucógeno, aumenta la eliminación de proteínas celulares plegadas 
incorrectamente y protege de la toxicidad inducida por estrés, como veremos a 
continuación. 
1.4. Metabolismo del glucógeno y enfermedad de Lafora 
La formación de los agregados de poliglucosanos que forman los cuerpos de 
Lafora en diferentes tejidos de los pacientes con esta enfermedad ha sugerido la 
existencia de una ruta bioquímica relacionada con el metabolismo del glucógeno que 
pudiera estar implicada en la etiología de la enfermedad. En condiciones normales, las 
neuronas no acumulan glucógeno pero, sin embargo, presentan todas las enzimas 
encargadas del metabolismo del mismo. Es posible que los cuerpos de Lafora se 
originen por un defecto en el metabolismo del glucógeno, ya que no hay otra fuente de 
polímeros de glucosa en los tejidos animales (Berkovic et al., 1993; Busard et al., 1986; 
Cavanagh, 1999; Minassian et al., 2000; Sakai et al., 1970) y tanto laforina como malina 
ejercerían una regulación negativa sobre su metabolismo (Solaz-Fuster et al., 2008). 
Las enzimas encargadas de la síntesis de glucógeno son la glucógeno sintasa 
(GS) y la enzima ramificante de glucógeno (GBE), mientras que la degradación del 
glucógeno se lleva a cabo gracias a la acción de dos enzimas, la glucógeno fosforilasa 
(GP) y la enzima desramificante de glucógeno (GDE) (Roach, 2002). La proteína 
fosfatasa tipo 1 (PP1) activa por desfosforilación a la GS e inactiva a la GP. La 
subunidad reguladora de la PP1, la PTG, que conduce a la PP1 al glucógeno, funciona 
como un “andamio” molecular posicionando a las enzimas PP1, GS y GP cercanas en el 
espacio al glucógeno y produciendo un incremento de la síntesis del mismo (Gasa et al., 
2000; Lerin et al., 2003; Yang et al., 2002).  
1.4.1. Las proteínas laforina y malina y los cuerpos de Lafora 
Se ha observado que el complejo laforina-malina induce la degradación por el 
sistema ubiquitina-proteasoma de PTG, la subunidad reguladora de PP1, y de GS y 
GBE, enzimas necesarias para la síntesis de glucógeno (Fig. 4) (Cheng et al., 2007; 
Gentry et al., 2005; Lohi et al., 2005a; Solaz-Fuster et al., 2008; Vilchez et al., 2007; 
Worby et al., 2008). En ratones dobles mutantes deficientes para la expresión de 
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laforina y de PTG (Turnbull et al., 2011) se ha visto que la ausencia de PTG revierte los 
efectos producidos por la ausencia de laforina, ya que no aparecen los cuerpos de Lafora 
ni las alteraciones neurológicas presentes en los ratones nulos para la expresión de 
laforina (ratones Epm2a-/-, ver apartado 2.2.1) (Ganesh et al., 2002a) reforzando la idea 
de que el complejo laforina-malina interviene en la degradación de PTG. 
Por otro lado, se ha visto que la laforina actúa como una glucógeno fosfatasa 
(Gentry et al., 2007; Tagliabracci et al., 2008; Tagliabracci et al., 2007; Worby et al., 
2006) por lo que se ha sugerido que podría estar suprimiendo la fosforilación excesiva 
del glucógeno. De esta manera la laforina podría prevenir la formación de glucógeno 
hiperfosforilado, pobremente ramificado y propenso a agregarse en los polímeros 
similares al glucógeno que formarían los cuerpos de Lafora (Fig. 4) (Gentry et al., 2007; 
Tagliabracci et al., 2008; Tagliabracci et al., 2007; Worby et al., 2006). Así, la pérdida 
de función de la proteína laforina podría producir un aumento de la síntesis de 
glucógeno y una hiperfosforilación de polímeros de glucógeno que conduciría a la 
acumulación de poliglucosanos en los cuerpos de Lafora.  
Por otro lado, se ha descrito que el complejo laforina-malina aumenta la 
eliminación de proteínas celulares plegadas incorrectamente a través del sistema 
ubiquitina-proteasoma (Garyali et al., 2009). Adicionalmente, se ha observado que este 
complejo protege de la toxicidad inducida por estrés activando al factor de choque 
térmico 1 (heat-shock factor 1, HSF1) y aumentando la expresión de proteínas de 
choque térmico (heat-shock proteins, HSPs) (Sengupta et al., 2011). Además, muy 
recientemente se ha identificado a la neuronatina, un miembro de las proteínas de 
membrana de la familia de los proteolípidos que estimula la glucogénesis, como un 
nuevo sustrato de malina (Sharma et al., 2011).  
Aunque la causa de la aparición de los cuerpos de Lafora así como su 
contribución a la etiología de la enfermedad son todavía motivo de controversia, parece 
que el complejo laforina-malina estaría regulando el metabolismo del glucógeno, de 
modo que la falta de laforina o malina podría conducir a la formación de los cuerpos de 





















































Figura 4. Hipótesis de la regulación del metabolismo de glucógeno por laforina y malina. El 
complejo laforina-malina produciría la degradación de GS, de GBE y de PTG a través del sistema 
ubiquitina-proteasoma (Solaz-Fuster et al., 2008; Vilchez et al., 2007; Worby et al., 2006). La 
degradación de PTG previene la activación de GS y la inactivación de GP mediada por PP1, manteniendo 
así la ruta de gluconeogénesis desactivada. Por otro lado, la proteína laforina podría regular la 
fosforilación normal del glucógeno a través de su actividad fosfatasa evitando la formación de glucógeno 
hiperfosforilado y de poliglucosanos, y siendo posteriormente degradada por el complejo laforina-malina 
a través del sistema ubiquitina. La ausencia de laforina y de malina produciría la activación de la síntesis 
de glucógeno y la acumulación de los poliglucosanos en los cuerpos de Lafora. PTG (protein targeting to 
glycogen, subunidad reguladora que dirige PP1 al glucógeno), GBD (enzima ramificante del glucógeno), 
GDE (enzima desramificante del glucógeno), GS (glucógeno sintasa), GP (glucógeno fosforilasa), PP1 
(proteína fosfatasa 1), Ubq (ubiquitina).  
1.4.2. Las proteínas laforina y malina en la autofagia 
La autofagia es un proceso que las células utilizan para degradar proteínas 
intracitoplasmáticas, olígómeros proteicos, orgánulos y ciertos patógenos  intracelulares 
(Garcia-Arencibia et al., 2010; Klionsky et al., 2007; Knecht et al., 2009; Ravikumar et 
al., 2009). Se inicia cuando las células forman una vesícula de doble membrana, el 
llamado autofagosoma, alrededor de una porción de citoplasma. Los autofagosomas son 
transportados a los lisosomas, con los que finalmente se fusionan, permitiendo que sus 
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componentes sean degradados por las hidrolasas lisosomales. La autofagia es una ruta 
importante de degradación intracelular de glucógeno (Kotoulas et al., 2006; Shea and 
Raben, 2009). 
La proteína laforina es un regulador positivo de la autofagia, a través de la ruta 
de la quinasa de mamíferos diana de rapamicina (mTOR). En modelos animales de la 
enfermedad de Lafora se ha visto que la ausencia de laforina produce la inhibición de la 
formación de autofagosomas (Aguado et al., 2010). Así, se ha postulado que las 
inclusiones poliglucosanos podrían ser sustratos de autofagia, por lo que la falta de 
laforina podría impedir su secuestro en autofagosomas llevando a su agregación y 
acumulación en los cuerpos de Lafora (Puri and Ganesh, 2010). Igualmente, se ha 
observado que la ausencia de malina provoca alteraciones en la autofagia, también 
debido a que se encuentra alterada la formación de los autofagosomas (Criado et al., 
2011). Por todo ello, se ha establecido que existe una relación entre los defectos de 
autofagia producidos por la ausencia de laforina y de malina y el desarrollo de la 
enfermedad de Lafora. 
2. Modelos animales para el estudio de epilepsias 
Existen numerosos modelos animales de epilepsias con crisis epilépticas 
inducidas mediante la administración de fármacos o agentes químicos epileptógenos, 
modelos específicos de diferentes tipos de epilepsias generados mediante manipulación 
genética en ratones, así como un modelo canino espontáneo natural de la enfermedad de 
Lafora.  
2.1. Modelos farmacológicos para el estudio de las epilepsias 
Los principales modelos animales de crisis epilépticas generalizadas inducidas 
se han generado mediante la administración sistémica o la aplicación focal de agentes 
químicos (Fisher, 1989). Las principales drogas convulsionantes que se emplean para la 
producción de crisis generalizadas agudas pueden afectar a la transmisión inhibitoria 
mediada por GABA o por glicina, como el pentilenetetrazol (PTZ) (Reinhard and 
Reinhard, 1977; Swinyard, 1989; Verdinakis, 1969; Vernadakis and Woodbury, 1969), 
la bicuculina (Ben-Ari et al., 1981a) o la picrotoxina (Mackenzie et al., 2002), a la 
transmisión de aminoácidos excitatorios, como el ácido kaínico (Ben-Ari et al., 1981b; 
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Zaczek et al., 1981) o actuar sobre los receptores de acetilcolina como la pilocarpina 
(Turski et al., 1983). También se pueden producir crisis focales agudas mediante la 
administración de sustancias epileptógenas dentro de regiones sensitivas del cerebro 
(neocórtex o hipocampo). Dentro de este grupo de sustancias, se encuentran los metales 
cobalto, zinc, antimonio y hierro (Colasanti and Craig, 1992; Fisher, 1989; Pei and 
Koyama, 1986), las drogas convulsionantes, como las mencionadas previamente 
(Campbell and Holmes, 1984), o los antibióticos como la penicilina (Velisek and 
Moshé, 2000) y la cefalosporina (Kamei et al., 1983). 
El bloqueo farmacológico del receptor GABAA (receptor del ácido γ -
aminobutírico, GABA, tipo A) se ha usado extensamente para estudiar la actividad 
epileptiforme en animales de experimentación. El PTZ es un antagonista del receptor 
GABAA (Stone, 1970) y se utiliza como modelo farmacológico de crisis generalizadas. 
A dosis bajas en animales de experimentación induce ausencias similares a las crisis de 
ausencia descritas en algunos pacientes con epilepsia, de igual manera que todos los 
antagonistas del receptor GABAA (Snead et al., 2000) mientras que dosis de 50 mg/kg 
de PTZ producen crisis tónico-clónicas en el 50% de los ratones control (Eloqayli et al., 
2003; Erakovic et al., 2001). 
Originalmente, el PTZ se empleó como un cardioestimulante. En la actualidad, 
el PTZ se usa como agente convulsionante en ratones, ratas y monos (Reinhard and 
Reinhard, 1977; Swinyard, 1989; Verdinakis, 1969; Vernadakis and Woodbury, 1969). 
El PTZ induce crisis tónico-clónicas (Coimbra et al., 2001a; Coimbra et al., 2001b; 
Panagopoulos et al., 1998; Woodbury et al., 1980) y se usa como test de rutina para 
probar distintos agentes antiepilépticos (Swinyard, 1989). Las crisis epilépticas se 
desarrollan dentro de los 20 min tras la inyección. Normalmente, el comportamiento 
que se observa tras la administración de PTZ es (1) inmovilidad o freezing, (2) 
sacudidas musculares, (3) crisis tónica y (4) crisis tónico-clónica (Pitkanen A., 2006). 
2.2. Modelos animales de la enfermedad de Lafora 
En la actualidad existen diferentes modelos de ratón generados por manipulación 
genética de los genes Epm2a y Epm2b. Además, también se han generado ratones 
transgénicos sobre-expresando el gen de laforina mutado. 
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2.2.1. Modelos de ratón con alteraciones en la expresión de la proteína 
laforina 
Se han generado dos modelos de ratón de la enfermedad de Lafora mediante la 
alteración de la expresión del gen Epm2a (Chan et al., 2004a; Ganesh et al., 2002a). El 
primero de ellos comprende una línea de ratones nulos para la expresión del gen Epm2a 
(ratones Epm2a-/-) generada mediante la eliminación del cuarto exón del gen, que 
codifica el dominio fosfatasa de especificidad doble, fundamental para la función de la 
proteína laforina (Ganesh et al., 2002a). Estos ratones nulos para la expresión de 
laforina son viables y presentan muchos, aunque no todos los factores de la enfermedad 
humana. Estudios previos han sugerido que estos ratones presentan un desarrollo 
completamente normal y son fértiles, pero desarrollan alteraciones de comportamiento a 
los 4 meses y signos de ataxia y epilepsia mioclónica a los 9 meses de edad. También se 
han observado inclusiones de Lafora en estos ratones, similares a los cuerpos de Lafora 
descritos en pacientes, neurodegeneración, actividad epileptiforme y respuestas 
deterioradas en ciertos test de comportamiento (Ganesh et al., 2002a). Los cuerpos de 
Lafora en los ratones afectados aumentan de tamaño y número con la edad y también 
presentan ubiquitina (Ganesh et al., 2002a). Las regiones más afectadas incluyen el 
hipocampo, cerebelo, corteza cerebral, tálamo y núcleos motores del troncoencéfalo, 
correspondientes a las zonas donde se expresa mayoritariamente la laforina humana 
(Ganesh et al., 2001; Ganesh et al., 2002a). De forma similar a lo que ocurre en 
pacientes con enfermedad de Lafora, en ratones de 9 meses nulos para la expresión de 
laforina, se encontraron cuerpos de Lafora en músculo esquelético e hígado, los cuales 
no se hallaron en ratones Epm2a-/- de 4 meses de edad (Ganesh et al., 2002a). Además, a 
todas las edades analizadas, los ratones Epm2a-/- presentan signos de 
neurodegeneración, las neuronas muestran oscurecimiento celular, condensación 
nuclear y citoplásmica, hinchazón de orgánulos subcelulares y anormalidades 
estructurales en los procesos neuronales. Sin embargo, no se encuentran las 
características que definen los procesos apoptóticos ni aparece fragmentación del DNA, 
sugiriéndose que la muerte celular ocurre sin activación de apoptosis. Estos procesos de 
neurodegeneración aparecen antes que los cuerpos de Lafora, precediendo asimismo a 
los síntomas de la enfermedad (Ganesh et al., 2002a). 
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El segundo modelo experimental descrito es un ratón transgénico dominante 
negativo que sobre-expresa la proteína laforina con la mutación C266S en el DSPD 
(Chan et al., 2004a). Los ratones no presentan crisis clínicas o electroencefalográficas ni 
signos de neurodegeneración pero, sin embargo, sí desarrollan cuerpos de Lafora en 
neuronas, músculo e hígado. A diferencia de los ratones Epm2a-/-, estos ratones 
presentan una gran formación de cuerpos de Lafora en el hipocampo con una escasa 
distribución en el resto del cerebro. También presentan cuerpos de Lafora en 
hepatocitos y miocitos.  
En este trabajo se presenta una extensa caracterización funcional de los ratones 
Epm2a-/- citados anteriormente (Ganesh et al., 2002a), así como un profundo estudio de 
la actividad electroencefalográfica en condiciones basales y en respuesta al agente 
epileptógeno PTZ. 
2.2.2. Modelos de ratón con alteraciones en la expresión de la proteína  
malina 
Se han generado cuatro modelos de ratón de la enfermedad de Lafora mediante 
alteración en el gen Epm2b (Criado et al., 2011; DePaoli-Roach et al., 2010; Turnbull et 
al., 2010; Valles-Ortega et al., 2011). El primero de ellos (DePaoli-Roach et al., 2010) 
es una línea de ratones nulos para la expresión del gen Epm2b generada mediante 
eliminación del único exón del gen Epm2b. Estos ratones son viables pero desarrollan 
cuerpos de Lafora a partir de los tres meses de edad, que son abundantes en cerebelo, 
hipocampo y corteza cerebral y en menor cantidad en músculo cardiaco y esquelético, 
estando ausentes en hígado. El segundo modelo (Turnbull et al., 2010) es también una 
línea de ratones nulos para la expresión del gen Epm2b, igualmente generada mediante 
eliminación del único exón del gen. Estos ratones muestran un desarrollo normal y son 
fértiles pero desarrollan cuerpos de Lafora a los 6 meses de edad en músculo 
esquelético, hígado y en corteza cerebral y cerebelo. No se han descrito alteraciones 
neurológicas ni de comportamiento en ninguno de los dos modelos de ratones Epm2b-/- 
a las edades analizadas (3-6 meses) (DePaoli-Roach et al., 2010; Turnbull et al., 2010).  
El tercer modelo es una línea de ratones nulos para la expresión del gen Epm2b 
(Valles-Ortega et al., 2011) en la que el único exón del gen es sustituido por el gen de la 
β-galactosidasa. Estos ratones tienen un desarrollo normal y son fértiles y presentan 
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cuerpos de Lafora en muchas áreas del cerebro, siendo muy abundantes en el 
hipocampo y en el cerebelo, en músculo esquelético y en corazón. En cerebro, los 
autores destacan también la presencia de estas inclusiones en astrocitos. A los 11 meses 
de edad, estos ratones presentan neurodegeneración, excitabilidad sináptica aumentada, 
así como niveles incrementados de la enzima GS en cerebro y presentan cierta 
propensión a sufrir crisis mioclónicas después de recibir estímulos epileptógenos. 
Observan un aumento en la enzima glucógeno sintasa en estos ratones, la cual se 
acumula en los cuerpos de Lafora. 
En este trabajo se muestran los experimentos realizados para caracterizar un 
nuevo modelo de ratón deficiente para la expresión de malina, generado mediante la 
escisión del único exón del gen Epm2b. Estos ratones manifiestan alteraciones 
neurológicas y de comportamiento a partir de los 4-8 meses de edad que se 
correlacionan con una autofagia alterada y la presencia de numerosos cuerpos de Lafora 
en corteza cerebral y cerebelo (Criado et al., 2011). 
2.2.3. Modelo canino de la enfermedad de Lafora 
Además de estos modelos de ratón, existe un modelo animal de la enfermedad 
de Lafora en perros de la raza Teckel miniatura de pelo duro, causado por repeticiones 
expandidas de un dodecámero presente en la región codificante del gen Epm2b, que 
produce un fenotipo muy similar a la enfermedad de Lafora en pacientes (Lohi et al., 
2005b). La enfermedad se manifiesta entre los 6 y los 9 años de edad. Los perros 
afectados son física y neurológicamente normales excepto por la presencia de epilepsia 
mioclónica progresiva que puede desencadenarse por estímulos auditivos o visuales 
(Webb et al., 2009). En estados avanzados, los animales pueden presentar ataxia o 
ceguera y un aumento en la frecuencia de crisis fármaco-resistentes. 
3. Otras enfermedades neurológicas con epilepsia. Demencias y 
tauopatías 
Existen numerosas enfermedades neurológicas que presentan un cuadro clínico 
complejo al que se asocian mioclonías y epilepsia. Entre ellas se encuentran ciertas 
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington, la ataxia de 
Friedreich, la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, la enfermedad de Wilson y ciertos 
36 
 
casos de demencias y tauopatías. Las tauopatías son un grupo de enfermedades 
neurodegenerativas cuya característica fundamental es la presencia de lesiones 
neurofibrilares compuestas por agregados de la proteína tau hiperfosforilada en células 
del sistema nervioso central, como veremos en el apartado siguiente (3.1). La demencia 
frontotemporal con parkinsonismo asociada al cromosoma 17 (FTDP-17), la 
degeneración corticobasal (DCB), la parálisis supranuclear progresiva (PSP) y la 
enfermedad de Alzheimer son algunas de las tauopatías más ampliamente descritas. En 
los enfermos con demencias y tauopatías no son frecuentes las crisis epilépticas pero, 
sin embargo, sí son más frecuentes que en la población general. 
Las demencias frontotemporales (FTDs) representan una forma rara de 
demencias preseniles que se definen clínicamente por cambios de comportamiento y de 
personalidad, por estereotipos psicomotores, desinhibición, problemas de lenguaje, 
pérdida del juicio y de la comprensión (Groups, 1994) y, en algunos pacientes, por la 
asociación con parkinsonismo, como en la FTDP-17 (Foster et al., 1997; Goedert, 2004; 
Sperfeld et al., 1999; Spillantini et al., 1998). Por otro lado, la enfermedad de Alzheimer 
es la causa más frecuente de demencia en edades avanzadas. Es una enfermedad 
progresiva e incurable cuyos síntomas característicos son la pérdida de funciones 
superiores que afectan a la resolución de problemas (toma de decisiones, juicio, 
orientación espacial y de cálculo) a la pérdida de personalidad y de memoria, a las 
alteraciones de orientación y de lenguaje, al deterioro intelectual progresivo y en 
estadíos terminales, a la pérdida de capacidad motora (Adams and Victor, 1993; 
Damasio, 1989). Los análisis neuropatológicos muestran una clara atrofia en la región 
del hipocampo y en las áreas asociativas corticales.  
De acuerdo con los criterios diagnósticos de las FTDs, la presencia de crisis 
epilépticas es un acontecimiento poco frecuente (Foster et al., 1997; Rascovsky et al., 
2011). Por otro lado, se han descrito ciertos casos de pacientes con DCB (Douglas et al., 
2009) y PSP (Filla et al., 2002; Klimek et al., 1998; Kofler et al., 2000; Nygaard et al., 
1989) que presentaban cuadros clínicos de epilepsia. Además, la enfermedad de 
Alzheimer también está asociada con una mayor incidencia de crisis espontáneas, 
siendo el diagnóstico de la enfermedad a edades tempranas un factor de riesgo para la 
aparición de crisis epilépticas (Amatniek et al., 2006; Hauser et al., 1986; Mendez et al., 
1994; Risse et al., 1990; Romanelli et al., 1990; Scarmeas et al., 2009).  
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Por otra parte, ciertas enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de 
Parkinson y algunos tipos de demencia, entre ellos la enfermedad de Alzheimer, se 
desarrollan más frecuentemente en pacientes con epilepsia. Además, la aparición de 
epilepsia en edades avanzadas produce, a veces, un deterioro cognitivo que se puede 
diagnosticar de forma errónea como una demencia progresiva. 
3.1. Rasgos neuropatológicos de demencias y tauopatías. FTDP-17 y 
enfermedad de Alzheimer 
Las características neuropatológicas más destacadas de las FTDs son la 
presencia de atrofia frontotemporal asimétrica y atrofia de los ganglios basales y de la 
sustancia nigra. En los pacientes con FTDP-17 aparecen depósitos de neurofilamentos 
helicoidales apareados (paired helical filaments, PHFs) y filamentos rectos (straight 
filaments, SF), compuestos por la proteína tau hiperfosforilada, en neuronas (Fig. 5) y 
células gliales (Fig. 6) de ciertas regiones del sistema nervioso (Bugiani et al., 1999; 
Foster et al., 1997; Yamaoka et al., 1996). La proteína tau es una proteína asociada a 
microtúbulos (Weingarten et al., 1975) que, en situaciones patológicas, se encuentra 
hiperfosforilada (Arrasate et al., 1999; Feany and Dickson, 1996; Goedert et al., 1992; 
Iqbal et al., 2009; Perez et al., 2002) mostrando una menor afinidad por los 




Figura 5. Estructuras neuropatológicas características de la FTDP-17 con el anticuerpo AT8 en 
corteza cerebral. En todas las capas corticales se observan abundantes neuronas con agregados de la 
proteína tau identificados con el anticuerpo AT8 (A). Estos agregados pueden estar más concentrados 







Figura 6. Astrocitos reactivos en corteza cerebral del cerebro de un paciente con FTDP-17, 
identificados con un anticuerpo dirigido contra la proteína tau fosforilada en Ser396. Se observan 
abundantes grupos de astrocitos reactivos (tufted astrocytes) (A y B) y placas de astrocitos (C y D). 
Modificado de (Zarranz et al., 2005). 
Los cerebros de enfermos de Alzheimer presentan dos estructuras anómalas 
características (Fig. 7): las placas seniles, agregados extracelulares del péptido β -
amiloide (βA) rodeados de microglía activada, astrocitos reactivos y neuritas distróficas 
(Maccioni et al., 2001; Masters et al., 1985; Selkoe, 2001) y los ovillos neurofibrilares 
(neurofibrillary tangles, NFTs), agregados de neurofilamentos helicoidales apareados 
(PHFs) compuestos por la proteína tau hiperfosforilada (Avila et al., 2004; Bramblett et 
al., 1993; Brion et al., 1993; Goedert et al., 1993; Grundke-Iqbal et al., 1986a; Grundke-
Iqbal et al., 1986b; Mandelkow and Mandelkow, 1998). En la enfermedad de 
Alzheimer, los agregados de la proteína tau hiperfosforilada se localizan primeramente 
en el hipocampo, corteza entorrinal y amígdala. Estas áreas cerebrales se encuentran, 
además, notablemente afectadas por la pérdida de neuronas y de sinapsis, hecho por el 
cual se producen los déficits cognitivos caracterísiticos de la enfermedad (Arendt et al., 




Figura 7. Estructuras neuropatológicas características de la enfermedad de Alzheimer con tinción 
de Gallyas-Bielschowsky. Las placas seniles son agregados extracelulares compuestos del péptido β -
amiloide rodeados de microglía, astrocitos reactivos y neuritas distróficas (flecha). Los ovillos 
neurofibrilares (tangles, NFTs) están compuestos por filamentos apareados enrollados en espiral (PHFs) 
formados por la proteína tau hiperfosforilada (flecha abierta). 
3.2. Genética de las demencias y tauopatías 
Las FTDs aparecen típicamente como enfermedades aparentemente esporádicas; 
sin embargo, los casos de FTD que se heredan con carácter autosómico dominante van 
frecuentemente acompañados de déficits clínicos adicionales de parkinsonismo, como 
en la FTDP-17. Se han descrito numerosas mutaciones intrónicas y de introducción de 
codones de parada en el gen TAU que dan lugar a formas truncadas de la proteína, en 
familias con FTDP-17 (Goedert, 2004; Hutton et al., 1998). 
Por el contrario, el 80-95% de los casos de enfermedad de Alzheimer son de 
origen desconocido. Sólo en el 5-20% de los mismos existen antecedentes familiares de 
la enfermedad y, normalmente, son formas de inicio temprano debidas a mutaciones 
autosómicas dominantes. Hasta el momento, las únicas mutaciones identificadas en 
casos de pacientes con enfermedad de Alzheimer familiar se localizan en el gen que 
codifica la proteína precursora del amiloide (APP), el gen de la presenilina 1 (PSEN1) y 
el de la presenilina 2 (PSEN2) (ver base de datos de mutaciones de enfermedad de 
Alzheimer/Demencia frontotemporal, AD/FTD http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations). 
En pacientes con enfermedad de Alzheimer no se han encontrado mutaciones ni 
polimorfismos en el gen que codifica la proteína tau. Sin embargo, aparte de las 
múltiples mutaciones descritas en la FTDP-17, también se han descrito polimorfismos 
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en el gen TAU en otras tauopatías, como en la PSP y en la DCB. Hasta el momento, 
todas las mutaciones que se han encontrado en pacientes con enfermedad de Alzheimer 
que presentan crisis epilépticas se localizan en los genes responsables de los casos de 
Alzheimer familiar, todos ellos relacionados con el procesamiento del APP y la 
formación del β-amiloide (Noebels, 2011). También se han encontrado algunos casos de 
FTDP-17 y de DCB que presentan crisis epilépticas, portando mutaciones en el gen que 
codifica la proteína tau (Filla et al., 2002; Hesdorffer et al., 1996; Sperfeld et al., 1999). 
4. Modelos animales de demencias y tauopatías. FTDP-17 y 
enfermedad de Alzheimer 
Se han generado numerosos modelos animales de demencias y tauopatías, tanto 
transgénicos como nulos para la expresión de diversas proteínas relacionadas, 
principalmente los modelos de la enfermedad de Alzheimer y de FTDP-17. Entre estos 
modelos, se encuentran los ratones transgénicos que sobre-expresan formas salvajes o 
mutadas de APP/βA, Psen1 y Psen2, ApoE, GSK3β y Tau, los ratones nulos para la 
expresión de APP, Psen1 y Psen2, ApoE, GSK3β y Tau así como los ratones 
transgénicos con combinaciones de estas mutaciones. Ninguno de estos modelos 
presenta un fenotipo completo de la enfermedad de Alzheimer ni de la FTDP-17. Sólo 
el triple mutante 3xTg-AD (betaAPPSwe X PS1M146V X tauP301L) (Oddo et al., 
2003) muestra un fenotipo similar al que presentan los pacientes con la enfermedad de 
Alzheimer, con placas de β-amiloide, agregados de tau, pérdida de función sináptica y 
astrogliosis, neurodegeneración y muerte celular, y alteraciones de conducta propias de 
la enfermedad.  
4.1. Modelo transgénico de la proteína tau humana con mutaciones de 
FTDP-17 
En este trabajo se ha analizado un modelo experimental transgénico de la 
proteína tau humana con dos insertos en la región amino-terminal y cuatro repeticiones 
en el dominio de unión a tubulina, y con las mutaciones G272V, P301L y R406W, 
características de la FTDP-17, bajo el control del promotor específico neuronal Thy-1 
(ratones TauVLW) (Lim et al., 2001). Estos ratones presentan alteraciones en el 
comportamiento motor y déficits de memoria que se agravan con la edad (Navarro et al., 
2008a; Navarro et al., 2008b). En corteza cerebral e hipocampo se observan agregados 
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de la proteína tau hiperfosforilada con tinción de plata (Fig. 8 A) y con anticuerpos 
contra agregados de tau hiperfosforilada (PHF1) (Fig. 8B). También aparece gliosis 
reactiva con el anticuerpo GFAP (Fig. 8C) (Guerrero et al., 2008; Guerrero et al., 2009) 
pero no presentan agregados del péptido β-amiloide en cerebro (Perez et al., 2005). 
A B C
 
Figura 8. Región CA1 de hipocampo de ratones TauVLW de 18 meses mostrando agregados de tau y 
gliosis reactiva. Ovillos neurofibrilares observados con la tinción de plata Gallyas-Braak (A). Tinción 
inmunohistoquímica de agregados de tau hiperfosforilado en neuronas piramidales de hipocampo con el 
anticuerpo PHF1 (B). Astrocitos reactivos identificados con el anticuerpo GFAP (C). La barra 
corresponde a 22 µm en (A) y a 124 µm en (B) y (C). 
4.2. Epilepsia en modelos animales de la enfermedad de Alzheimer 
Todos los modelos animales de la enfermedad de Alzheimer apoyan la hipótesis 
de la cascada del amiloide y demuestran la función fundamental que tiene la proteína 
tau en la toxicidad del β-amiloide. Estudios electroencefalográficos de ratones 
transgénicos de APP/βA revelaron la presencia de descargas epileptiformes 
intermitentes síncronas corticales e hipocampales y crisis generalizadas no convulsivas 
(Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2007; Vogt et al., 2009; Westmark et al., 2008). 
Estas alteraciones parecen estar asociadas con una importante remodelación de los 
circuitos inhibitorios, con un incremento de la inhibición sináptica y con defectos en la 
plasticidad sináptica del giro dentado (Palop et al., 2007). Así, se ha sugerido que la 
sobre-expresión de APP/βA induce una actividad aberrante de redes neuronales 
excitatorias in vivo, que dispara mecanismos inhibitorios compensatorios en circuitos 
hipocampales. Ambos, la actividad excitatoria neuronal aberrante y los mecanismos 
inhibitorios compensatorios, podrían limitar la capacidad de plasticidad sináptica y 
contribuir a la disfunción de las redes neuronales relacionadas con la enfermedad de 
Alzheimer (Palop et al., 2007). Por otro lado, se ha observado que las modificaciones 
que evitan la aparición de crisis epilépticas en estos modelos de APP/βA también 
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previenen los déficits cognitivos, indicando que los factores responsables de ambos 
procesos son comunes (Palop and Mucke, 2010). En los modelos transgénicos de 
APP/βA, los altos niveles de β-amiloide son suficientes para producir epilepsia en 
ausencia de neurodegeneración y de muerte neuronal, pero este efecto no tiene lugar en 
ausencia de la proteína tau normal (Palop and Mucke, 2009). Sin embargo, hasta la 
fecha no se habían descrito estudios de actividad epileptiforme en ratones con 
modificaciones del gen que codifica la proteína tau. 
En este trabajo se presenta el estudio electroencefalográfico de base de un 
modelo de FTDP-17, los ratones TauVLW, que muestra la presencia de actividad 
epileptiforme con mioclonías aisladas correspondientes a sacudidas musculares, así 
como crisis generalizadas tónico-clónicas, con o sin manifestación externa de actividad 
convulsiva. Estos ratones también muestran un umbral de resistencia a PTZ muy 
inferior a los ratones control. Estos resultados indican que sólo la presencia de 
agregados anómalos de tau, sin la existencia de agregados del péptido β -amiloide, 
produce una alteración funcional que conduce a la aparición de actividad epileptiforme 
y crisis epilépticas. 
5. Estudios de registros electroencefalográficos con vídeos 
monitorizados simultáneos 
La electroencefalografía es una exploración neurofisiológica que se basa en el 
registro de la actividad bioeléctrica cerebral, resultado de la suma espacial y temporal de 
los potenciales postsinápticos procedentes de las neuronas piramidales orientadas 
verticalmente en la corteza cerebral (Schaul, 1998). El electroencefalograma (EEG) 
proporciona una representación gráfica en el tiempo de la distribución de las diferencias 
de potencial eléctrico entre los electrodos colocados sobre las distintas zonas del cuero 
cabelludo. La actividad electroencefalográfica se divide, según la frecuencia de los 
potenciales, en cuatro grupos que se denominan con letras griegas: alfa (8 a 13 ciclos 
por segundo o Hz), beta (más de 13 Hz), theta (4 a 7 Hz) y delta (menos de 4 Hz) 
(Fisch, 1999). 
La monitorización de la actividad electroencefalográfica con registro de vídeo 
simultáneo (vídeo-EEG) es una técnica que permite documentar simultáneamente el 
comportamiento del paciente y el registro del EEG durante periodos prolongados. Es la 
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principal herramienta diagnóstica para la epilepsia y un elemento clave para la 
clasificación de las crisis epilépticas (Velis et al., 2007). Las descargas epileptiformes 
ictales e interictales en el EEG son muy útiles para diagnosticar las epilepsias, así como 
para localizar el foco epiléptico en el caso de epilepsias parciales con tratamiento 
quirúrgico (Doherty and Cole, 2001). 
Se han realizado numerosos trabajos con registros de vídeo-EEG en modelos de 
ratón de enfermedades epilépticas (Pitkanen A., 2006). En este trabajo se han llevado a 
cabo estudios con registros corticales de vídeo-EEG en los dos modelos de la 
enfermedad de Lafora, los ratones deficientes para la proteína laforina (ratones Epm2a-/-
) y para la proteína malina (ratones Epm2b-/-) y en los ratones transgénicos de la 






















Con el propósito de obtener información sobre el origen de la actividad 
epileptiforme y otras alteraciones funcionales que presentan los pacientes con la 
enfermedad de Lafora, en esta Tesis Doctoral nos planteamos estudiar dos modelos 
animales obtenidos de esta enfermedad. Estos dos modelos se generaron mediante la 
eliminación de la expresión de los genes Epm2a y Epm2b, los dos genes conocidos 
hasta el momento como responsables de la aparición de la enfermedad. También 
quisimos examinar las causas de la aparición de epilepsia en ciertos casos de pacientes 
con ciertas taupatías, como la demencia frontotemporal con parkinsonismo asociada al 
cromosoma 17, utilizando para ello, un modelo de ratón transgénico de la proteína tau. 
Los objetivos concretos que nos planteamos fueron los siguientes: 
1- Analizar las alteraciones de comportamiento motor, de memoria y de actividad 
epileptiforme producidas por la ausencia de la proteína laforina en los ratones Epm2a-/- 
y de la proteína malina en los ratones Epm2b-/-.  
2- Estudiar las alteraciones de la actividad electroencefalográfica en los ratones TauVLW 
producidas por la sobre-expresión del transgen hTauVLW. 
3- Determinar el umbral de aparición de actividad epiléptica con el agente epileptógeno 
PTZ, antagonista del receptor GABAA, y la resistencia a la toxicidad de dicha sustancia 
de los ratones Epm2a-/-, Epm2b-/- y TauVLW.  
Los resultados obtenidos nos permitirán diseñar un sistema experimental con el 
que se ensayarán diferentes sustancias para intentar desarrollar nuevas terapias que 


































MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. Animales de experimentación 
El empleo de los animales de experimentación, se llevó a cabo en riguroso 
cumplimiento de las directrices establecidas por la Unión Europea (86/609/EEC) y de la 
legislación española vigente en cuanto al empleo, protección y cuidado de los animales 
de experimentación (Real decreto 1201/2005) y fueron previamente aprobados por el 
Comité de Investigación Animal de nuestra Institución.  
Los experimentos de comportamiento en los modelos animales de Lafora se 
llevaron a cabo distribuyendo a los animales en dos grupos de edad, el grupo de 
jóvenes, de 4-8 meses, y el grupo de adultos, de 9-18 meses de edad. En cada uno de los 
grupos se utilizaron de 12 a 25 animales de ambos sexos. Para los estudios con el agente 
químico PTZ se emplearon de 10 a 38 ratones de cada grupo de edad con cada una de 
las dosis administradas.  
Para los estudios del modelo de demencia frontotemporal, los ratones se 
repartieron en tres grupos de diferentes edades, el de animales jóvenes, de 1-5 meses, el 
de adultos jóvenes, de 6-14 meses, y el de adultos-seniles, de 15-23 meses de edad. Se 
utilizaron de 5 a 38 ratones en cada grupo y a cada de dosis de PTZ administrada. 
1.1. Ratones Epm2a-/- 
Los ratones Epm2a-/-corresponden a una línea de ratones nulos para la expresión 
del gen Epm2a generada mediante la eliminación del cuarto exón del gen, que codifica 
el dominio catalítico DSPD, fundamental para la función de la proteína laforina 
(Minassian et al., 1998; Serratosa et al., 1999). Fueron amablemente cedidos por el Dr. 
Delgado-Escueta, de la Universidad de California en Los Ángeles, EEUU (Ganesh et 
al., 2002).  
1.2. Ratones Epm2b-/- 
La línea de ratones Epm2b-/-, nulos para la expresión del gen Epm2b, se generó 
mediante eliminación del único exón del gen que codifica la proteína malina, en 
GenOway, Lyon, France (Criado et al., 2011).  
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1.3. Ratones TauVLW 
Los ratones TauVLW corresponden a una línea de ratones transgénicos que sobre-
expresan una isoforma de la proteína tau humana con dos insertos en la región amino-
terminal, con cuatro repeticiones en el dominio de unión a tubulina y con tres de las 
mutaciones características de la FTDP-17, G272V, P301L y R406W, bajo el control del 
promotor específico neuronal Thy-1, amablemente cedidos por el Dr. Lim (Lim et al., 
2001).  
1.4. Ratones control 
Para el grupo control se emplearon ratones de la cepa C57BL/6 (Charles River 
Laboratories, L´Arbresle Cedes, Francia) ya que los ratones nulos Epm2a-/- y Epm2b-/- 
se generaron originariamente en el fondo genético 129Sv;C57BL/6 y los transgénicos 
en el fondo CBA;C57BL/6. 
1.5. Mantenimiento de los animales 
Los ratones han sido mantenidos en el animalario de nuestra Institución, el IIS-
Fundación Jiménez Díaz, en jaulas de tamaño estándar, sometidos a ciclos de 
luz/oscuridad de 12 horas y con acceso a comida (dieta estándar, Safe Scientific Animal 
Food & Engineering, Augy, Francia) y agua ad libitum. Todos los experimentos se 
realizaron sacrificando el mínimo número de animales por experimento y reduciendo al 
máximo su sufrimiento. 
1.6. Genotipado 
Se genotiparon ratones control y mutantes Epm2a-/-,  Epm2b-/- y TauVLW de 
forma aleatoria, de diferentes edades y sexo. Se les seccionó la punta de la cola y se 
recogió una gota de sangre de cada uno de ellos, para su amplificación por PCR con un 
kit KAPA blood PCR mix B (Cultek, Boston, Massachussets, EEUU). Los 
oligonucleótidos cebadores empleados se representan en la Tabla 1.  
Las condiciones de la amplificación para el genotipado de los ratones Epm2a-/- y 
Epm2b-/- fueron las siguientes: desnaturalización 5 min a 95ºC, 35 ciclos de 30 seg a 
95ºC, 30 seg a 57ºC y  60 seg a 72ºC, final de elongación 1 min a 72ºC. Para los ratones 
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TauVLW: desnaturalización 5 min a 95ºC, 35 ciclos de 1 min a 95ºC, 1 min a 55ºC y  1 
min a 72ºC, final de elongación 1 min a 72ºC (Veriti, Applied Biosystems, Foster City, 
EEUU).  
Los tamaños de los fragmentos de ADN amplificados se comprobaron mediante 
electroforesis en gel de agarosa (0,7%) en tampón TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 
mM, pH 8.0) y tinción con bromuro de etidio 1 μg/ml. El tamaño del amplicón salvaje 
de laforina es de 554-bp; el mutante, de 400-bp; el salvaje de malina, 1.2 kb; el mutante 
de malina, de 2.6 kb; el amplicón del transgen hTauVLW, de 450-bp.  
Tabla 1. Relación de los oligonucleótidos cebadores utilizados 
Nombre del oligonucleótido 
cebador 
 Secuencia  
Laforina sentido 5´-GCCACAGTTCAAGAGAGGAAGG-3´ 
Laforina anti-sentido 5´-CATCAGAGGTAGGGGAGCAAC-3´ 
Ausencia de laforina sentido 5´-CAGTTTCATAGCCTGAAGAACG-3´ 
Ausencia de laforina anti-sentido 5´-TTCCTTAACTAAGCGTGAGGTC-3´  
Malina sentido 5´-TGTCTTGAATGGAAGCACAGCCTTGA-3´ 
Malina anti-sentido 5´-ACTACCGTTACAGCTCCAGCTCTCGTTG-3´ 
Ausencia de malina sentido 5´-GAACCGCTGGCTCGAACTTACCTGT-3´ 
Ausencia de malina anti-sentido 5´-CATCTCCTGTTTCCTGGGGTCAATGA-3´ 
Tau sentido TT1 5´- CTCTGCCCTCTGTTCTCTGG-3´ 
Tau antisentido TT2 5´- CCTGTCCCCCAACCCGTACG-3´ 
2. Análisis histopatológicos 
Los animales fueron anestesiados intraperitonealmente con una mezcla de 
Domtor (Pfizer, Espoo, Finlandia; 1 mg/ml) Ketolar (Pfizer, Espoo, Finlandia; 50 
mg/ml) y agua estéril, en proporciones 1:1.5:1.5. Posteriormente, se perfundieron 
mediante punción cardiaca intraventricular, inicialmente con suero salino al 0.9% 
(BRAUN Medical S.A., Rubí, Barcelona, España) y después con paraformaldehído al 
4% (Panreac Química SAU, Castellar del Vallés, Barcelona, España) en tampón fosfato 
0.2 M pH 7.2. Una vez finalizada la perfusión, se procedió a la extracción del cerebro, 
que se mantuvo en solución de paraformaldehído al 4% durante toda la noche a 4 °C. 
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2.1. Fijación e inclusión en parafina 
Tras la fijación, el cerebro se cortó en secciones coronales de 3-4 mm de grosor, 
que fueron incluidas en parafina utilizando un incluidor Leica TP 1020 (Leica 
Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Alemania). En el incluidor, se sumergió la 
cubeta con las cápsulas que contenían las muestras en alcohol al 70% (2 h) y después en 
agua destilada (2 h). A continuación, las muestras se deshidrataron en una serie 
creciente de disoluciones de etanol, 3 veces en etanol al 96% y 2 en etanol al 100% (30 
min cada uno) y una vez más en etanol al 100% (1 h). Seguidamente, se pasaron por dos 
recipientes con xilol (45 min cada uno) y para finalizar, por dos recipientes más con 
parafina (45 min cada uno). Una vez acabado el proceso de inclusión, se procedió a la 
elaboración de los bloques de parafina con las muestras. 
2.2. Cortes histológicos 
Se realizaron cortes seriados de los cerebros con un grosor de 5 a 7 μm en un 
microtomo (Microm GmbH, Walldorf, Alemania) siguiendo el plano coronal. Los 
cortes se montaron en portaobjetos SuperFrost® Plus (Menzel GmbH & Co KG, 
Braunschweig, Alemania) previamente tratados para permitir la adhesión del tejido, se 
calentaron a 60ºC y se almacenaron a temperatura ambiente para su posterior uso en 
inmunohistoquímica y otras tinciones histológicas. 
2.3. Tinción del ácido periódico de Schiff (periodic acid-Schiff, PAS) 
La reacción de PAS revela todo tipo de carbohidratos (glucógeno, 
mucopolisacáridos, glucolípidos, glucoproteínas etc.) en tinciones histológicas. Se basa 
en la rotura de los enlaces -C-C- presentes en los hidratos de carbono por la acción del 
ácido periódico, potente agente oxidante, liberándose grupos aldehído que al 
combinarse con el reactivo de Schiff dan un compuesto de color rojo púrpura intenso. 
La tinción de PAS (Dako Diagnósticos S.A., Sant Just Desvern, Barcelona, 
España) fue realizada en el Departamento de Anatomía Patológica de la Fundación 
Jiménez Díaz. Brevemente, los cortes se desparafinaron en xilol, se hidrataron con 
alcoholes de concentración decreciente (100%, 95% y 70%, durante 5 min en cada uno 
de ellos) y se incubaron con la solución de Alsacian Blue al 0.5% en ácido acético 3%, 
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pH 2.5 durante 1 min. A continuación, se trataron con ácido periódico al 0.5% durante 
10 min y se lavaron con agua del grifo durante 10 min. Seguidamente se incubaron con 
el reactivo de Schiff durante 20 min, se lavaron con agua corriente durante 15 min y se 
contrastaron con Hematoxilina de Carazzi al 0.1% (Panreac Química SAU, Castellar del 
Vallés, Barcelona, España). Por último, se lavaron durante 5 min, se deshidrataron en 
alcoholes de concentración creciente y en xilol y se finalizó el montaje con Depex 
(Serva GmbH, Heidelberg, Alemania). 
2.4. Inmunohistoquímica 
Las secciones, previamente desparafinadas, fueron rehidratadas por inmersión en 
xilol y en una serie de alcoholes de graduación decreciente. Para la inmunohistoquímica 
con anticuerpos contra epítopos fosforilados de tau se realizó un procedimiento previo 
de desenmascaramiento de epítopos; para ello, las secciones fueron incubadas con 
buffer citrato 0,1 M pH 6.0 y sometidas a dos ciclos de irradiación de 2 min en 
microondas a 550W para llevarlas a ebullición. Se continuó con el bloqueo de la 
peroxidasa endógena con H2O2 al 2% en metanol durante 20 min. Posteriormente, se 
realizaron 3 lavados con tampón fosfato salino (PBS) 0.1 M pH 7.4. Después, las 
secciones se incubaron con buffer de bloqueo (albúmina de suero bovino, BSA, al 1%, 
suero fetal bovino, FBS, al 5%, Tritón X-100 al 2% en PBS) durante 1 h a temperatura 
ambiente y en agitación (35 rpm) para, posteriormente, dejarlas incubando durante tres 
días a 4ºC con el anticuerpo primario diluido en buffer de bloqueo. Se utilizaron los 
anticuerpos T14 (monoclonal, concentración 1:500) (Zymed Laboratories, INC, 
California, EEUU), el cual reconoce un epítopo presente en la proteína tau humana y 
que se haya ausente en la proteína tau endógena de ratón, el anticuerpo AT8 
(monoclonal, concentración 1:100) (Pierce Endogen, Inc., Rockford, IL, EEUU), que 
está dirigido contra la Ser202 fosforilada presente en una región rica en prolinas de la 
proteína tau y el anticuerpo anti-ubiquitina (policlonal, concentración 1:500) 
(DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca) para detectar moléculas de ubiquitina 
incorporadas en los cuerpos de inclusión citoplasmáticos. A continuación, se realizaron 
4 lavados con PBS y las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario anti-ratón 
biotinilado (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, concentración 1:250) en buffer 
de bloqueo, durante 1 h a temperatura ambiente y en agitación (35 rpm). Después de 3 
lavados con PBS las secciones se tiñeron con el kit ABC Vectastain (Vector 
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Laboratories, Inc., Burlingame, CA) que reconoce las moléculas de biotina unidas al 
anticuerpo secundario, se lavaron 3 veces con PBS y seguidamente, se incubaron con 
diaminobenzidina (DAB, Dako Cytomation, Inc., Carpinteria, CA, EEUU) 1-3 min, la 
cual al oxidarse por la acción del H2O2 forma un precipitado de color marrón, y se 
lavaron con agua durante 1 min. Posteriormente, se contrastaron con Hematoxilina de 
Carazzi al 0.1% (Panreac Química SAU, Castellar del Vallés, Barcelona, España) 5 min 
y se retiraron los restos con agua. Por último, se deshidrataron en alcoholes de 
concentración creciente y en xilol y se finalizó el montaje con Depex (Serva GmbH, 
Heidelberg, Alemania). 
2.5. Microscopia óptica 
Para la visualización de las muestras, se empleó un microscopio Leica DM LB1 
(Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Alemania). Las imágenes fueron 
adquiridas y capturadas mediante una cámara digital Leica DFC 320 acoplada al 
microscopio y procesadas utilizando el programa informático Adobe Photoshop 7.0 
(Adobe Systems Inc., San José, CA). 
3. Estudios de comportamiento motor 
Se realizaron diversos estudios de comportamiento motor para analizar la 
presencia de alteraciones en actividad motora, equilibrio y discinesias en el actímetro, el 
rotarod y mediante el test de suspensión de la cola, respectivamente, en los ratones 
deficientes para la expresión de laforina y malina. 
3.1. Análisis de la actividad motora en el actímetro 
El actímetro se emplea para medir la actividad locomotora espontánea y la 
actividad exploratoria en base a los movimientos estereotipados, los alzamientos y los 
desplazamientos en animales de experimentación. Consta de una rejilla de células 
infrarrojas que permiten medir la magnitud de la actividad motora, basándose en el 
análisis de la posición y la frecuencia con que el animal corta los rayos infrarrojos 
(número de cuentas). Tras colocar al animal en el actímetro (LE8810, PanLab-Harvard 
Apparatus, Holliston, MA EEUU) se tomaron medidas de los movimientos tanto 
rápidos como lentos, con desplazamiento, estereotipados y alzamientos a los 5, 10, 15, 
30, 45 y 60 min (Navarro et al., 2008a).  
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3.2. Experimentos de coordinación motora y equilibrio en el rotarod 
Los experimentos se realizaron en un rotarod LE8200 (PanLab-Harvard 
Apparatus, Holliston, MA EEUU) según el procedimiento descrito en (Navarro et al., 
2008a; Rozas et al., 1998). El rotarod es un equipo diseñado para el análisis de la 
coordinación motora y el equilibrio en animales de experimentación. Consiste en un 
tambor central (hecho de plexiglás estriado, para que el animal se sujete en él) dividido 
en cinco secciones, que rota a velocidad constante o acelerada, según las necesidades 
del experimento. Se colocaron los animales en el rodillo estacionario y se les entrenó 
para estar sobre él cuando rotaba a 4 y a 8 rpm durante los dos días previos al 
experimento. Así, el primer día de entrenamiento se les enseñó con 4 pruebas de 1 min a 
4 rpm (dos por la mañana y dos por la tarde, separadas entre sí 30 min) y el segundo día, 
con dos sesiones por la mañana, de 4 rpm durante 1 min, con un intervalo de 30 min 
entre ellas y 2 sesiones de 4 rpm y 8 rpm durante 1 min, que tuvieron lugar por la tarde, 
separadas la una de la otra por un periodo de 60 min. Se analizaron los animales en el 
cilindro, cuya velocidad fue constantemente acelerada de 4 a 40 rpm en 5 min, dos 
veces al día durante los dos días sucesivos al entrenamiento (sesiones S1-S4). Se 
registró el tiempo que tardaban en caerse del rodillo (periodo de latencia).  
3.3. Estudios de las alteraciones de postura y discinesias mediante el 
test de suspensión de la cola  
El test de suspensión de la cola (Tail Suspension Test, TST) se utiliza para medir 
alteraciones neurológicas en ratones (Carter et al., 1999; Fernagut et al., 2002; Reddy et 
al., 1998) y refleja signos de discinesias (movimientos anormales) y posturas anormales 
de las extremidades posteriores. Para realizarlo, se levanta al ratón agarrándole por la 
mitad de la cola durante 15 seg y se valora la conducta aplicando una escala de 
comportamiento motor: “0” si el animal extiende completamente las extremidades 
posteriores, “1” cuando el animal encoge intermitentemente una o las dos patas, o “2” si 
mantiene dobladas las patas traseras junto al abdomen.  
4. Estudios de memoria mediante el test de reconocimiento de objetos 
El test de reconocimiento de objetos (Object Recognition Task, ORT) se utiliza 
para medir la memoria episódica o memoria a corto plazo. El equipo consiste en una 
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caja de madera de color negro de dimensiones 50 x 50 x 50 cm. El procedimiento 
utilizado se describe en (Navarro et al., 2008b). En primer lugar, se colocó al animal en 
la caja vacía durante 10 min para su adaptación. Transcurridas dos horas, se colocaron 
dos objetos iguales en cuanto a forma, tamaño y color (fichas Lego) en el centro de la 
caja (objetos A y B) y se midió el tiempo que el animal exploraba cada ficha (tA y tB) 
durante 10 min. Dos horas después, se sustituyó una de las fichas por otra de diferentes 
características (objeto C) y se registró el tiempo que el animal exploraba cada una de 
ellas (tA y tC) en 10 min. Se consideró exploración cuando el animal tocaba el objeto 
con la nariz o las patas delanteras o si se aproximaba a él a una distancia no mayor de 2 
cm. No se consideró exploración cuando el animal se subía a la ficha (Bevins and 
Besheer, 2006). Entre cada una de las sesiones se limpió tanto la caja como las fichas 
con etanol al 70%. Se eliminaron del estudio aquellos animales cuyo tiempo total de 
exploración de los dos objetos iguales fue ≤ 3 seg y todos aquellos ratones cuyo tiempo 
total de exploración de cada uno de los objetos diferentes fue ≤ 1 seg (Navarro et al., 
2008b). El índice de discriminación, medida de la capacidad del animal para diferenciar 
un objeto nuevo de uno conocido, se calculó como la diferencia entre el tiempo de 
exploración del objeto nuevo (tC) y del objeto familiar (tA) con respecto al tiempo total 
de exploración (tT = tA + tC) empleándose la siguiente fórmula: ID = tC −tA/tT. 
5. Análisis estadísticos 
Los datos se analizaron aplicando el test estadístico t-Student con el programa 
estadístico GraphPad Prism 2.01 (GraphPad Software, Inc.). Las diferencias fueron 
consideradas estadísticamente significativas cuando *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001. 
6. Registros de vídeo-EEG 
Para la realización del video-EEG, se utilizaron cuatro electrodos epidurales que 
se elaboraron en el laboratorio, como se describe a continuación y se implantaron 
intracranealmente en los animales previamente anestesiados. Tras unos días de 
recuperación de la operación, los animales se registraron en un equipo de vídeo-EEG. 
6.1. Elaboración de los electrodos 
Los electrodos constan de un cable de cobre de 9-10 mm de longitud 
biológicamente inerte (Avisor SA; Barcelona, España) un conector en un extremo 
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(Plastics One, Roanoke, VA,  EEUU) y un tornillo de joyería de acero inoxidable 316 L, 
de dimensiones 1,55 x 1,55 x 0,90 mm (diámetro x longitud x rosca) (IsoSwiss, 
Boecourt, Suiza) en el otro (Fig. 9). Para su elaboración, se retiró con un bisturí 
aproximadamente 1 mm del plástico aislante de cada extremo del cable de cobre para 
soldar con estaño (super solder wire, Golden Solder, Taiwan) el conector en uno de los 
extremos y el tornillo de acero inoxidable en el otro. Con un ohmnímetro (Silver 
Electronics, Barcelona, España) se revisó la continuidad entre ambos extremos de los 
electrodos, para comprobar que el conector y el tornillo estaban conectados 
correctamente al cable. 
 
 
Figura 9. Electrodo cerebral para implantes intracraneales en ratón. Un electrodo consta de un hilo 
de cobre de 9-10 mm, un conector y un tornillo de acero inoxidable, que están soldados entre sí con 
estaño.  
6.2. Implantación de los electrodos intracraneales en ratones 
Para proceder a la implantación intracraneal de los electrodos, se anestesió a los 
animales de forma intraperitoneal con una mezcla de Domtor:Ketolar:agua estéril, 
(1:1.5:1.5) y se les rasuró el pelo de la cabeza. Se inmovilizó el animal en posición 
decúbito prono utilizando un fijador Cunningham (Stoelting, IL, EEUU) mediante dos 
barras de plástico laterales que se introdujeron en los conductos auditivos externos y 
otro dispositivo colocado en los dientes incisivos superiores. A continuación, se realizó 
una incisión siguiendo el plano sagital del cráneo y se separó la piel del mismo. La zona 
descubierta del cráneo se lavó con H2O2 al 4% para hacer visible la línea de Bregma 
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(Fig. 10A). A continuación, se realizaron en el cráneo de los ratones cuatro orificios de 
aproximadamente 0.9 mm de diámetro con una micro-fresa (Hager & Meisinger GmbH, 
Neuss, Alemania) para permitir la implantación de los electrodos intracranealmente, los 
cuales se atornillaron en dichos orificios (Fig. 10B). Los dos electrodos registradores se 
colocaron delante de la línea de Bregma (Fig. 10C). Detrás de la línea de Lambda, se 
colocó un electrodo de referencia y un electrodo de masa o tierra (Fig. 10D). A 
continuación, se acopló un zócalo (Plastics One, Roanoke, VA,  EEUU) para agrupar 
los conectores (Fig. 10E) y finalmente, todo ello se fijó al cráneo con una resina dental 
auto-polimerizable (Selectaplus CN, Dentsply DeTrey GmbH, Dreireich, Alemania) 
(Fig. 10F). Después de la operación, se inyectó a los animales de forma subcutánea 1 ml 
de NaCl al 0.9% (BRAUN Medical S.A., Rubí, Barcelona, España) para rehidratarlos y 




Figura 10. Implantación de electrodos intracraneales en ratón. Visualización de las líneas de Bregma 
y Lambda (A). Realización de los orificios para la implantación de los electrodos, dos delante de la línea 
de Bregma y dos tras la línea de Lambda (B). Implantación de los dos electrodos registradores, delante de 
la línea de Bregma (C). Colocación de los electrodos de referencia y de masa o tierra, tras la línea de 




6.3. Registro de vídeo-EEG 
Transcurridos 3 días después de la operación, se procedió a la realización del 
registro monopolar de vídeo-EEG durante 1h - 4días, usando un equipo Easy-EEG 2.1 
(Cadwell, Lugo, España) y Natus Neurowork EEG (Natus Medical Inc., San Carlos, 
CA. EEUU) (Fig. 11). A través del zócalo, el ratón es conectado con un cable al 
amplificador del equipo de registro (Fig. 11A) con un dispositivo rotatorio que permite 
al ratón disponer en todo momento de libertad de movimiento, así como de acceso a 
comida y agua ad libitum (Fig. 11B). El equipo está dotado de un sistema de canales 
que permite registrar hasta 4 ratones a la vez. Los registros se realizaron usando 100 Hz 
de filtro de paso alto, 0.5 Hz de filtro de paso bajo y una sensibilidad de 30 μV/mm. El 
equipo lleva acoplada una cámara de video (Sony Handycam DCR-SX34, Tokio, Japón) 








Figura 11. Equipo para el registro de vídeo-EEG en ratones. El zócalo con los conectores de los 
electrodos implantados intracranealmente en el ratón se conecta al equipo de registro a través de un 
dispositivo rotatorio móvil que permite al ratón moverse en el espacio libremente (A). El animal dispone 
en todo momento de comida y agua (B). Simultáneamente a la grabación del registro, se realiza una 
grabación de imagen de vídeo con una cámara Sony Handycam (C).  
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6.4. Administración de PTZ 
El PTZ (Sigma Chemicals, St. Louis, EEUU) es un antagonista del receptor 
GABAA (Stone, 1970) que provoca crisis tónico-clónicas en animales de 
experimentación. Para su empleo, el PTZ se puede disolver en suero salino o agua y la 
manera más frecuente de administrarlo es intraperitoneal, pero también puede ser 
administrado de forma subcutánea o intravenosa. Este agente químico se inyectó a los 
animales intraperitonealmente en una única dosis a diferentes concentraciones: 30 
mg/kg, dosis subconvulsiva (Erakovic et al., 2001); 50 mg/kg, dosis epileptógena 
(Eloqayli et al., 2003; Erakovic et al., 2001) y; 75 mg/kg, dosis letal (Keskil et al., 
2001). La dosis de 50 mg/kg produce crisis epilépticas en el 50% de los ratones control 
(Shitak et al., 2006). Tras la inyección del fármaco se evaluaron la presencia de 
convulsiones y crisis, el tiempo transcurrido hasta que apareció la primera crisis, la 





























1. Modelos animales de la enfermedad de Lafora  
En este trabajo se han utilizado dos modelos específicos de la enfermedad de 
Lafora generados mediante la eliminación de la expresión de los genes Epm2a y Epm2b, 
genes responsables de la enfermedad y que codifican las proteínas laforina y malina, por 
mecanismos de manipulación genética en células embrionarias pluripotentes, para 
estudiar las alteraciones neurológicas que producen la ausencia de dichas proteínas. 
1.1. Ratones nulos para la expresión de la proteína laforina 
Los ratones Epm2a-/-, nulos para la expresión de la proteína laforina, se 
generaron mediante la eliminación del cuarto exón del gen (Ganesh et al., 2002a), que 
codifica el dominio fosfatasa de especificidad doble. Estos ratones se desarrollan 
normalmente y son fértiles pero comienzan a presentar alteraciones neurológicas y de 
comportamiento a partir de los 4 meses de edad, poco después de la observación de los 
primeros signos de neurodegeneración y de la aparición de los cuerpos de Lafora. Estas 
alteraciones se agravan con la edad, a medida que los cuerpos de Lafora se hacen más 
prominentes (Ganesh et al., 2002a). 
1.1.1. Presencia de cuerpos de Lafora en los ratones Epm2a-/- 
Mediante la tinción de PAS, se comprobó la presencia de los cuerpos de Lafora 
en nuestra línea de ratones Epm2a-/- a los 3, a los 7 y a los 17 meses de edad (Fig. 12). 
La Firura 12 muestra ejemplos de inclusiones de Lafora a estas edades en las capas IV 
(Fig. 12A, C y E) y V (Fig. 12B, D y F) de la corteza cerebral. A los 3 meses de edad, 
ya se encuentran los primeros, poco numerosos, cuerpos de Lafora en el cerebro (Fig. 
12A y B), que empezaron a aparecer a los 2 meses (Ganesh et al., 2002a). Estas 
inclusiones, al igual que las que aparecen a los 7 meses, presentan un tamaño mucho 
menor que en edades posteriores, aunque en los cerebros de los ratones Epm2a-/- a los 7 
meses de edad, son significativamente más abundantes (Fig. 12C y D). A los 17 meses 
de edad, los cuerpos de Lafora presentan un tamaño y número notablemente mayor (Fig. 
12E y F). También se observaron cuerpos de Lafora en hipocampo, núcleos basales, 
núcleos talámicos, cerebelo, núcleos del troncoencéfalo, bulbo olfatorio y otras regiones 
cerebrales, que también eran de mayor tamaño y notablemente más abundantes en los 
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ratones de 17 meses de edad (datos no mostrados), como se había descrito previamente 







Figura 12. Cuerpos de Lafora en cerebro de ratones Epm2a-/-. La figura muestra inclusiones 
citoplasmáticas teñidas con la tinción de PAS (flechas) en capas IV (A, C y E) y V (B, D y F) de corteza 
cerebral en ratones de 3 meses (A y B) en ratones de 7 meses (C y D) y en ratones de 17 meses de edad (E 
y F). La barra de aumentos corresponde a 22 μm. 
Adicionalmente se analizó la presencia de ubiquitina en secciones de cerebro 
adyacentes a las mostradas anteriormente para verificar que los cuerpos de Lafora 
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presentan también acúmulos de proteínas ubiquitinadas (Ganesh et al., 2002a; Criado et 
al., 2011). A los 7 meses de edad, se observaron estructuras intracelulares de pequeño 
tamaño con el anticuerpo dirigido contra ubiquitina (Fig. 13A) que eran poco 
abundantes y presentaban un marcaje tenue. Sin embargo, en secciones de cerebro de 
ratones Epm2a-/- de 17 meses de edad, se observaron abundantes inclusiones 
intracelulares identificadas con este anticuerpo frente a ubiquitina, de mayor tamaño y 
que presentaban un centro claro con un marcaje muy denso en la periferia (Fig. 13B). 
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Figura 13. Presencia de ubiquitina en la corteza cerebral de los ratones Epm2a-/-. Inclusiones 
intracelulares identificadas con el anticuerpo dirigido contra ubiquitina (flechas) en capa V de corteza 
cerebral de ratones Epm2a-/- de 7 meses (A) y de 17 meses de edad (B). Este marcaje se localiza en 
estructuras similares a las inclusiones citoplasmáticas teñidas con PAS (Fig. 12). La barra de aumentos 
corresponde a 22 μm. 
1.1.2. Alteraciones de la actividad motora en los ratones deficientes 
para la expresión de laforina 
La actividad locomotora y exploratoria espontáneas de los ratones Epm2a-/- se 
estudiaron en un actímetro (Fig. 14). Para este estudio se utilizaron ratones jóvenes (4-8 
meses) y ratones adultos (9-18 meses) tanto controles como nulos para la expresión de 
laforina. En el análisis de los movimientos con desplazamiento (Fig. 14A y B) se 
observó un incremento continuo en el número de cuentas recogidas como actividad 
espontánea en ratones mutantes Epm2a-/- jóvenes, mientras que en los controles no se 
observó el citado incremento ya que los ratones dejaban de explorar al conocer el 
entorno (Fig. 14A); esta diferencia fue estadísticamente significativa en la cantidad de 
movimiento con desplazamiento a partir del minuto 30 en ratones jóvenes nulos para la 
expresión de laforina. Sin embargo, aunque la cantidad de movimiento con 
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desplazamiento de los ratones mutantes de 9-18 meses mostró una tendencia a aumentar 
con respecto a los controles, esta diferencia no fue significativa (Fig. 14B). Los ratones 
Epm2a-/- de 4-8 meses de edad también mostraron un incremento significativo en la 
cantidad de alzamientos (Fig. 14C) y de los movimientos estereotipados (Fig. 14E) a 
partir de los 45 y de los 30 min respectivamente, al ser comparados con los ratones 
control de la misma edad. A los 9-18 meses de edad los ratones nulos para la expresión 
de laforina manifestaron una cantidad de alzamientos ligeramente superior a la de los 
ratones control, aunque estas diferencias no fueron estadísticamente significativas (Fig. 
14D). Por el contrario, la cantidad de movimientos estereotipados de los ratones Epm2a-
/- de esta misma edad fue similar a la de los animales control (Fig. 14F). Estos 
resultados reflejan que la ausencia de expresión de laforina produce en los ratones 
Epm2a-/- un estado de hiperactividad que se manifiesta en un aumento de la cantidad de 
movimiento y del comportamiento exploratorio espontáneos, principalmente en el grupo 









































































































































Figura 14. Actividad locomotora espontánea y actividad exploratoria en ratones Epm2a-/-. En la 
gráfica se muestra el número de cuentas recogidas en el actímetro a los 5, 10, 15, 30, 45 y 60 min en 
ratones de 4–8 (A, C y E) y de 9–18 (B, D y F) meses de edad. Los ratones Epm2a-/- de 4–8 meses de 
edad mostraron un incremento continuo en sus movimientos a lo largo del test, tanto en movimiento 
superficial (A) como en alzamientos (B) y en movimientos estereotipados (C). Esta tendencia también se 
observaba en los ratones adultos para los movimientos superficiales y de alzamientos, aunque las 
diferencias no fueron significativas (B y D). En el caso de los movimientos estereotipados, el grupo de 
ratones adultos se comportó de forma similar al grupo control (F). Los datos se analizaron usando un test 




1.1.3. Alteraciones de la coordinación motora y del equilibrio en los 
ratones Epm2a-/- 
Para analizar las posibles alteraciones en la coordinación motora y el equilibrio 
de los ratones en ausencia de la proteína laforina se realizó el test de rotarod. El periodo 
de latencia, tiempo que tardaron los ratones en desprenderse del rodillo del rotarod 
cuando éste rotaba a velocidad constante, se midió en los ratones control y en los 
ratones Epm2a-/- en dos grupos de edad, ratones de 4-8 meses y ratones de 9-18 meses 
de edad, en cuatro sesiones, S1 y S2 el primer día del test, y S3 y S4 el segundo día 
(Fig. 15). A los 4-8 meses de edad, los ratones Epm2a-/- mostraron un periodo de 
latencia significativamente menor que los controles (S2-S4) (Fig. 15A), es decir, 
permanecían menos tiempo sobre el rodillo del rotarod. En el grupo de ratones de 9-18 
meses de edad, también se encontraron diferencias significativas, presentando los 
ratones Epm2a-/- un menor tiempo de permanencia sobre el rodillo del rotarod que los 
ratones control (Fig. 15B). Estos resultados indican que la ausencia de expresión de 
laforina produce una alteración significativa en la coordinación motora, hecho que se 
refleja en una disminución del tiempo que los ratones mutantes son capaces de 













































Figura 15. Análisis de la coordinación motora y el equilibrio de los ratones Epm2a-/- en el rotarod. 
Los ratones Epm2a-/- permanecieron menos tiempo sobre el rodillo del rotarod que los ratones control 
tanto a los 4–8 meses (A) como a los 9–18 meses (B) de edad, en dos sesiones diarias (S1-S2 el primer 
día y S3-S4 el segundo día). Los datos se analizaron usando el test t-Student. *p<0.05; **p<0.01; 
***p<0.001 (n = 18-25). 
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1.1.4. Discinesias y posturas anormales en el test de suspensión de la 
cola 
Para valorar si los ratones manifestaban alteraciones neurológicas provocadas 
por la ausencia de la proteína laforina se empleó el test de suspensión de la cola. Este 
test refleja signos de discinesias (movimientos anormales) y postura anormal de las 
extremidades posteriores al suspender al ratón por la mitad de la cola (Carter et al., 
1999; Fernagut et al., 2002; Reddy et al., 1998). Para llevar a cabo el ensayo, se 
distribuyeron, nuevamente, a los ratones en dos grupos de edad, ratones jóvenes (4-8 
meses) y ratones adultos (9-18 meses) (Fig. 16). A los 4-8 meses de edad, un 18% de 
los ratones Epm2a-/- mostraron un nivel de alteraciones de postura y de movimiento 
leves, clasificado como nivel “1”, que se reflejaba en una flexión anormal y extensión 
de las patas posteriores de forma intermitente, mientras que el resto (82%) y ninguno de 
los animales control manifestaron una postura anormal (Fig. 16A). En el grupo de 
ratones de 9-18 meses de edad, un el 55% de ratones Epm2a-/- mostró discinesias y 
posturas anormales de nivel “1”, mientras que hasta un 30% mostraron alteraciones 
graves de nivel “2” (las patas traseras permanecían dobladas hacia el abdomen durante 
todo el test) siendo sólo un 15% de los ratones los que mostraron una postura correcta 
(clasificados como nivel “0”) (Fig. 16B). En el caso de los ratones control de 9-18 
meses, el 65% de los ratones mostraron una postura normal y el 35% mostró 
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Figura 16. Estudio de las alteraciones de postura y discinesias en los ratones Epm2a-/- empleando el 
test de suspensión de la cola. La figura muestra el porcentaje de animales de 4-8 (A) y de 9-18 (B) 
meses de edad que mostraron discinesias y postura normal o anormal cuando se les suspendió por la 
mitad de la cola. Se asignó nivel “0” cuando las patas traseras estaban completamente estiradas, indicando 
postura normal; nivel “1” si el animal encogía intermitentemente una o las dos patas; y nivel “2” cuando 
ambas patas traseras estaban completamente dobladas hacia el abdomen (n = 13-36). 
1.1.5. Déficit de la memoria episódica en los ratones Epm2a-/- 
Para comprobar si los ratones manifestaban alteraciones de memoria a corto 
plazo, o memoria episódica, debidas a la ausencia de laforina como se ha descrito en 
humanos (Berkovic et al., 1986; Chan et al., 2004; Ganesh et al., 2002b; Van Heycop 
Ten Ham, 1974), se empleó el test de reconocimiento de objetos distribuyendo a los 
ratones en dos grupos de edad, ratones jóvenes (4-8 meses) y adultos (9-18 meses) (Fig. 
17). En la fase test, se midió el tiempo de exploración de dos objetos diferentes en los 
dos grupos de ratones de distintas edades y se calculó el índice de discriminación (ID = 
tC−tA/tT). Los ratones Epm2a-/- de 4-8 meses mostraron un ID menor que el de los 
animales control en el mismo rango de edad (Fig. 17), indicando que la ausencia de 
laforina en ratones jóvenes produce una deficiencia en la memoria a corto plazo. Los 
ratones Epm2a-/- de 9-18 meses de edad también mostraron un ID menor que los 
controles y en este grupo nuevamente las diferencias fueron estadísticamente 
significativas, a pesar de la pérdida de memoria ligada a la edad que también se produce 


























Figura 17. Análisis de memoria a corto plazo de los ratones Epm2a-/- mediante el test de 
reconocimiento de objetos. Los ratones se dividieron en dos grupos de edad, ratones jóvenes (4-8 meses) 
y adultos (9-18 meses). El índice de discriminación (ID) se calculó como la razón entre la diferencia del 
tiempo de exploración de un objeto nuevo (tC) y uno conocido (tA), y el tiempo total de exploración (tT = 
tA+tC) (ID = tC−tA/tT). Los ratones Epm2a-/- mostraron un ID significativamente menor a los 4-8 meses 
de edad mientras que en el grupo de 9-18 meses esta deficiencia se intensificó notablemente. Los datos se 
analizaron usando el test t-Student. *p<0.05; **p<0.01 (n = 17-29). 
1.1.6. Actividad electroencefalográfica cortical de los ratones Epm2a-/- 
Para analizar las posibles alteraciones en la actividad electroencefalográfica de 
los ratones Epm2a-/- se realizaron registros con un equipo de vídeo-EEG computerizado. 
Se implantaron dos electrodos registradores corticales delante de la línea de Bregma 
(Fig. 10C) y un electrodo de referencia y otro de tierra detrás de la línea de Lambda 
(Fig. 10D). Tres días después de la implantación de los electrodos se procedió al 
registro de vídeo y de la actividad electroencefalográfica de base de los ratones Epm2a-/- 
y de los ratones control (Fig. 18).  
Los ratones control presentan una actividad de fondo basal de 6-7 Hz (Buzsaki, 
2002) (Fig. 18A y B). Tras la revisión de los registros y los vídeos, se observó que los 
ratones Epm2a-/- a partir de los 4 meses de edad presentaban mioclonías, que se 
manifestaban en el registro electroencefalográfico como complejos de punta-onda (Fig. 
18C) y polipuntas (Fig. 18D). A partir de los 9 meses de edad también presentaban 
crisis epilépticas tónico-clónicas espontáneas de 3 a 30 seg de duración, que se 
reflejaban en el registro electroencefalográfico como complejos de punta-onda a 4-6 Hz 
(Fig. 18E y F). A veces las crisis aparecían después de varias convulsiones que se 





















Figura 18. Actividad electroencefalográfica cortical en ratones Epm2a-/-. Ejemplos de la actividad 
electroencefalográfica de un ratón control de 8 meses de edad (A y B). Descarga de punta-onda que se 
correspondió con una sacudida muscular en uno de los ratones Epm2a-/- de 4 meses (C). Imagen de tres 
polipuntas seguidas correspondientes a sacudidas musculares en este mismo ratón (D). Polipunta seguida 
de crisis tónico-clónica espontánea (E) y crisis tónico-clónica espontánea de 10 seg de duración (F) en un 
ratón nulo para la expresión de laforina de 16 meses de edad. Registros EEG obtenidos a partir de 
grabaciones de vídeo-EEG en el equipo Natus Neurowork EEG (Natus Medical Inc., San Carlos, CA. 
EEUU). 
1.1.7. Cambios en la sensibilidad al tratamiento con PTZ en los ratones 
Epm2a-/- 
El PTZ es un agente epileptógeno que actúa como antagonista del receptor 
GABAA (Stone, 1970). Este agente produce crisis en el 50% de los ratones control a 
dosis de 50 mg/kg (Shitak et al., 2006). Para los tratamientos con PTZ, tanto los ratones 
nulos para la expresión de laforina como los ratones control se dividieron en dos grupos 
de edad, el grupo de 4-8 meses y el de 9-23 meses. Estos grupos se subdividieron a su 
vez en otros tres grupos a los que se les administraron distintas dosis de PTZ: 30, 50 ó 
75 mg/kg. Tras la inyección de la droga epileptógena se analizó el porcentaje de ratones 
que presentó mioclonías (Fig. 19) y crisis epilépticas (Fig. 20) a las distintas dosis de 
PTZ. También se analizó la letalidad producida por este agente epileptógeno (Fig. 21). 
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Con dosis de 30 mg/kg de PTZ, el 45% de los ratones de 4-8 meses y el 67% de 
los ratones de 9-23 meses de edad nulos para la expresión de laforina, tuvieron 
mioclonías, mientras que en los ratones control sólo un pequeño porcentaje de los 
mismos las manifestó, siendo el grupo de mayor edad el que presentó una mayor 
proporción, que alcanzó el 22%. Con 50 mg/kg, los porcentajes de ratones Epm2a-/- y 
ratones control que presentaron mioclonías fueron bastante similares, alcanzando el 
100% en los ratones Epm2a-/- de 9-23 meses de edad. A dosis de 75 mg/kg de PTZ, 
prácticamente todos los ratones, tanto mutantes para laforina como control de todos los 
grupos de edad, tuvieron mioclonías, (Fig. 19). Así, la ausencia de expresión de laforina 
produce una disminución del umbral de aparición de mioclonías con el agente 



































Figura 19. Porcentaje de ratones Epm2a-/- que presentaron mioclonías a dosis de 30, 50 y 75 mg/kg 
de PTZ. A pequeñas dosis de PTZ (30 mg/kg) más del 40% de los ratones Epm2a-/- presentó mioclonías 
mientras que sólo se observaron en una pequeña proporción de los grupos control (22% de los ratones de 
9-23 meses de edad). Con 50 mg/kg de PTZ, los porcentajes de ratones Epm2a-/- y controles que 
presentaron mioclonías fueron bastante similares, alcanzando el 100% a los 9-23 meses de edad. Con 
dosis de 75 mg/kg de PTZ, prácticamente todos los ratones presentaron mioclonías (n = 18-38). 
Con respecto a la manifestación de crisis epilépticas, un bajo porcentaje de 
ratones Epm2a-/- y ratones control de 9-23 meses de edad sufrieron crisis epilépticas al 
ser tratados con 30 mg/kg de PTZ, alcanzando el 13% el grupo de ratones Epm2a-/- de 
9-23 meses de edad frente al 6% de los controles. Con dosis de 50 mg/kg de PTZ, más 
del 80% de los ratones Epm2a-/- de todas las edades presentaron crisis epilépticas, 
mientras que el porcentaje de los ratones control se situó en torno al 50%. Con dosis de 
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75 mg/kg, todos los ratones tanto nulos para la expresión de laforina como los controles 
sufrieron crisis epilépticas, exceptuando el grupo control de 9-23 meses de edad, en el 
que sólo el 90% de los ratones presentaron crisis (Fig.20). Así, la ausencia de expresión 
de laforina produce también una disminución del umbral de aparición de crisis 
epilépticas con el agente epileptógeno PTZ a dosis de 30 y 50 mg/kg, mientras que 







































Figura 20. Porcentaje de ratones Epm2a-/- con crisis generalizadas a dosis de 30, 50 y 75 mg/kg de 
PTZ. A pequeñas dosis de PTZ (30 mg/kg) sólo el 13% de los ratones Epm2a-/- presentó crisis epilépticas 
en el grupo de 9-23 meses de edad. Con 50 mg/kg de PTZ, el porcentaje de ratones Epm2a-/- que 
presentaron crisis epilépticas superó el 80% en ambos grupos de edad. Con dosis de 75 mg/kg de PTZ, 
todos los ratones nulos para la expresión de laforina presentaron crisis epilépticas (n = 18-38). 
En relación a la letalidad, cuando se trataron los ratones Epm2a-/- y los controles 
con dosis de 30 mg/kg de PTZ, no se observó mortalidad en ninguno de los grupos a 
diferentes edades. Cuando se inyectaron 50 mg/kg de PTZ, el 40% de los ratones 
Epm2a-/- de 4-8 meses de edad murió y sólo lo hizo el 25% de los controles a esta 
misma dosis, mientras que a los 9-23 meses el porcentaje de ratones que murieron con 
50 mg/kg de PTZ fue similar en ambos grupos de ratones. Cuando los ratones fueron 
tratados con 75 mg/kg de PTZ, el porcentaje de ratones Epm2a-/- de 4-8 meses de edad 
que murió fue menor que en los ratones control (un 66% frente a un 83%) mientras que 
en los ratones de 15-23 meses la letalidad alcanzó al 91% de los ratones Epm2a-/- frente 



























4-8 9-23  
Figura 21. Letalidad de ratones Epm2a-/- a dosis de 30, 50 y 75 mg/kg de PTZ. No se observó 
mortalidad a dosis de 30 mg/kg de PTZ, ni en ratones nulos para la expresión de laforina ni en ratones 
control, a ninguna de las edades analizadas (4-8 y 9-23 meses). Con dosis de 50 mg/kg, el porcentaje de 
ratones Epm2a-/- de 4-8 meses de edad que murieron fue superior que al observado en los controles, pero 
en ratones mayores estos porcentajes se igualaron. Por el contrario, cuando se inyectaron 75 mg/kg de 
PTZ, el porcentaje de ratones Epm2a-/- del grupo de 4-8 meses de edad que murieron fue menor que el de 
los ratones control, mientras que en el grupo de 9-23 meses de edad los ratones Epm2a-/- mostraron una 
mayor sensibilidad a la toxicidad del PTZ (n = 18-38). 
En los ratones tratados con 50 mg/kg de PTZ, además, se midió el periodo de 
latencia o tiempo que tardó el ratón en sufrir una crisis tónico-clónica tras la inyección 
de PTZ, así como la duración de la misma. Para ello, tanto los ratones Epm2a-/- como 
los ratones control, se dividieron en dos grupos de edad, 4-8 meses y 9-23 meses 
(Fig.22 y Fig. 23). El periodo de latencia fue significativamente menor en los ratones 























Figura 22. Periodo de latencia desde la inyección de 50 mg/kg de PTZ hasta la aparición de crisis 
tónico-clónicas en ratones Epm2a-/-. El tiempo transcurrido desde la administración de PTZ hasta la 
aparición de las crisis fue significativamente menor en los ratones Epm2a-/- que en los ratones control. 
Los datos se analizaron mediante un test t-Student. *p<0.05 (n = 10-22). 
Sin embargo, la duración de la crisis fue similar en los ratones mutantes para 
laforina que en los ratones control, aunque las crisis de los ratones Epm2a-/- mostraron 




















4-8 9-23 meses  
Figura 23. Duración de la crisis después de la inyección de 50 mg/kg de PTZ en ratones Epm2a-/-. La 
duración de la crisis fue similar en los ratones nulos para la expresión de laforina y los controles, en 
ambos grupos de edad. Sin embargo, las crisis de los ratones Epm2a-/- tendían a ser más largas que las de 
los ratones control. Los datos se analizaron usando el test t-Student (n = 10-22). 
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1.2. Ratones nulos para la expresión de la proteína malina 
Los ratones Epm2b-/-, nulos para la expresión de la proteína malina, se generaron 
mediante la eliminación del único exón del gen Epm2b (Criado et al., 2011). Los 
ratones Epm2b-/- se desarrollan normalmente y son fértiles pero manifiestan alteraciones 
neurológicas y de comportamiento a partir de los 3-6 meses de edad, que se 
correlacionan con una autofagia alterada y la presencia de numerosos cuerpos de Lafora 
en corteza cerebral y cerebelo. Estas alteraciones se agravan con la edad, al tiempo que 
los cuerpos de Lafora se acumulan en diversas regiones del sistema nervioso (Criado et 
al., 2011). 
1.2.1. Presencia de cuerpos de Lafora en ratones Epm2b-/- 
Para determinar la presencia de cuerpos de Lafora en los ratones Epm2b-/-, se 
realizó la tinción de PAS en cortes histológicos a diferentes edades. A los 16 días de 
edad no se observaron cuerpos de Lafora en ningún tejido analizado (datos no 
mostrados) (Criado et al., 2011). Sin embargo, los ratones de 3 meses de edad 
presentaron abundantes acúmulos de cuerpos de Lafora en cerebro, corazón y músculo 
esquelético y su número y tamaño aumentaba con la edad (Criado et al., 2011). En 
cerebro, los cuerpos de Lafora eran muy abundantes en el bulbo olfatorio, núcleos 
basales, núcleo geniculado lateral, cerebelo y núcleos del puente, hipocampo y corteza 
cerebral, y también presentaban ubiquitina (Criado et al., 2011). Así, por ejemplo, las 
capas IV (Fig. 24A, C y E) y V (Fig. 24B, D y F) de la corteza cerebral mostraban la 
presencia de cuerpos de Lafora a 3 meses (Fig. 24A y B) y a 7 meses (Fig. 24C y D) de 
edad, que eran de menor tamaño y considerablemente menos frecuentes que los 
presentes en esas mismas capas IV y V de corteza cerebral en los ratones Epm2b-/- de 17 







Figura 24. Cuerpos de Lafora en cerebro de ratones Epm2b-/-.  Inclusiones citoplasmáticas teñidas con 
la tinción de PAS (flechas) en capas IV (A, C y E) y V (B, D y F) de corteza cerebral en ratones de 3 
meses (A y B) en ratones de 7 meses (C y D) y en ratones de 17 meses de edad (E y F). La barra de 
aumentos corresponde  a  22 μm. 
Además, también se identificaron inclusiones citoplasmáticas que reaccionaban 
con un anticuerpo dirigido contra ubiquitina en secciones de cerebro adyacentes a las 
analizadas en la figura anterior. Así, a los 7 meses de edad, se observaron abundantes 
estructuras intracelulares de pequeño tamaño identificadas con este anticuerpo frente a 
ubiquitina (Fig. 25A), muy similares a los cuerpos de Lafora teñidos con PAS (Fig. 24). 
En secciones de cerebro de ratones Epm2b-/- de 17 meses de edad se encontraron 
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numerosas inclusiones intracelulares con el anticuerpo frente a ubiquitina, de mayor 
tamaño y con un centro claro y un marcaje periférico muy denso (Fig. 25B). Estas 
inclusiones coinciden en su localización con la de los cuerpos de Lafora, aunque son 
menos frecuentes (Fig. 24). 
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Figura 25. Presencia de ubiquitina en la corteza cerebral de los ratones Epm2b-/-. La figura muestra 
inclusiones intracelulares presentes en capa V de corteza cerebral identificadas con el anticuerpo dirigido 
contra ubiquitina (flechas) en ratones Epm2b-/- de 7 meses (A) y de 17 meses de edad (B). Estas 
estructuras son muy similares a las identificadas con la tinción de PAS en la corteza cerebral de ratones 
Epm2b-/- a las mismas edades, aunque en el caso de la ubiquitina, estas inclusiones citoplasmáticas son 
menos frecuentes. La barra de aumentos corresponde a 22 μm. 
1.2.2. Alteraciones de la actividad motora en los ratones deficientes 
para la expresión de malina 
Del mismo modo que para el modelo Epm2a-/-, nulo para la expresión de la 
proteína laforina, se empleó el actímetro para estudiar la actividad locomotora y 
exploratoria espontáneas de los ratones Epm2b-/-. Para este estudio, se utilizaron ratones 
jóvenes (4-8 meses) y adultos (9-15 meses) tanto controles como nulos para la 
expresión de malina (Fig. 26). Los ratones de 4-8 meses de edad nulos para la expresión 
de la proteína malina mostraron un descenso significativo a lo largo del tiempo en sus 
movimientos superficiales, alzamientos y estereotipados (Fig. 26A, C y E) con respecto 
a los ratones control. Igualmente, en el caso de los ratones nulos para la expresión de 
malina de 9-15 meses de edad, la cantidad de movimientos superficiales, alzamientos y 
estereotipados (Fig. 26B, D y F) resultó ser significativamente inferior al ser 
comparados con los ratones control, aunque estas diferencias no fueron tan marcadas 


































































































































































Figura 26. Actividad locomotora espontánea y actividad exploratoria de los ratones Epm2b-/-. En la 
gráfica, se muestra el número de cuentas obtenidas en el actímetro a partir de los movimientos de 
desplazamiento (A y B) de alzamientos (C y D) y estereotipados (E y F)  llevados a cabo a los 5, 10, 15, 
30, 45 y 60 min en ratones de 4–8 (A, C y E) y de 9–15 (B, D y F) meses de edad. Los ratones Epm2b-/- 
mostraron una reducción de la cantidad de movimientos acumulado, de alzamientos y estereotipados en 
todas las edades con respecto a los ratones control, siendo significativamente más marcado este descenso 
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en los ratones de menor edad. Los datos se analizaron usando un test t-Student. Los valores se 
representaron como  media ± SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 (n = 11-16). 
1.2.3. Alteraciones de la coordinación motora y del equilibrio en los 
ratones Epm2b-/- 
Al igual que en el caso de los ratones nulos para la expresión de la proteína 
laforina, para analizar las posibles alteraciones en la coordinación motora y el equilibrio 
de los ratones en ausencia de expresión de la proteína malina, se realizó el test de 
rotarod. El periodo de latencia, tiempo que tardaron los ratones en soltarse del rodillo 
del rotarod cuando éste rotaba con aceleración constante, se midió en los ratones 
Epm2b-/- y en los ratones control en dos grupos de edad: ratones de 4-8 y de 9-15 meses, 
en cuatro sesiones, S1 y S2 el primer día del test y S3 y S4 el segundo día (Fig. 27). A 
los 4-8 meses de edad, los ratones Epm2b-/- mostraron un periodo de latencia 
significativamente menor que los controles en las sesiones 3-4 (S3-S4) del segundo día 
(Fig. 27A). En el grupo de ratones de 9-15 meses de edad, los ratones nulos para la 
expresión de malina y los ratones control tuvieron un periodo de latencia similar el 
primer día del test (S1 y S2) mientras que el segundo día del test el resultado fue 
inverso, los ratones Epm2b-/- presentaron un menor tiempo de permanencia sobre el 
rodillo del rotarod que los ratones control (Fig. 27B) encontrándose diferencias 
estadísticamente significativas en la tercera sesión (S3). 
Como sucedía en el caso de los ratones nulos para la expresión de la proteína 
laforina, estos resultados indican que la ausencia de expresión de malina producía una 
alteración significativa en la coordinación motora, hecho que se reflejó en una 
reducción del tiempo que los ratones mutantes fueron capaces de mantenerse sobre el 

































Ratones 4-8 meses Ratones 9-15 meses  
Figura 27. Análisis de la coordinación motora y equilibrio de los ratones Epm2b-/- realizado con el 
test del rotarod. El tiempo que tardaron en desprenderse del rodillo del rotarod cuando éste rotaba con 
aceleración constante (periodo de latencia) se representó a los 4–8 meses (A) y a los 9–15 meses (B) de 
edad, tanto en ratones control como en mutantes en dos sesiones diarias (S1-S2 el primer día y S3-S4 el 
segundo día). La latencia media de permanencia en el rodillo del rotarod fue significativamente menor en 
los ratones nulos para la expresión de malina que en los ratones control en las sesiones 3-4 a los 4-8 
meses de edad  y en la sesión 3 a los 9-15 meses. Los datos se analizaron usando el test t-Student. 
*p<0.05 (n = 12-16). 
1.2.4. Discinesias y posturas anormales en el test de suspensión de la 
cola  
Se analizaron las alteraciones neurológicas provocadas por la ausencia de malina 
mediante el test de suspensión de la cola (Carter et al., 1999; Fernagut et al., 2002; 
Reddy et al., 1998) distribuyendo a los ratones en los correspondientes grupos de edad, 
ratones jóvenes (4-8 meses) y ratones adultos (9-15 meses) (Fig. 28). A los 4-8 meses 
de edad, un 27% de los ratones Epm2b-/- mostraron una leve discinesia, clasificada con 
nivel “1”, que se reflejaba en una flexión irregular y extensión de las patas posteriores 
de forma intermitente, mientras que ninguno de los animales control manifestaron una 
postura anormal (Fig. 28A). En el grupo de ratones de 9-15 meses de edad, sólo un 13% 
de los ratones Epm2b-/- mostraron una postura normal (nivel “0”), un 25% mostraron 
leves discinesias y posturas anormales (nivel “1”) mientras que más de un 63% 
presentaron las patas traseras permanentemente dobladas hacia el abdomen (alteraciones 
clasificadas como nivel “2”) (Fig. 28B). En el caso de los ratones control, también el 
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65% de los ratones mostraron una postura normal y el 35% mostraron alteraciones de 
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Ratones 4-8 meses Ratones 9-15 meses  
Figura 28. Estudio de las discenesias y posturas anormales en ratones Epm2b-/- empleando el test de 
suspensión de la cola. La figura muestra el porcentaje de animales de 4-8 (A) y de 9-15 (B) meses de 
edad que mostraron una postura normal o anormal cuando se les suspendió por la mitad de la cola. Se 
asignó nivel “0” cuando las patas traseras estaban completamente estiradas, indicando postura normal; 
nivel “1” si el animal encogía intermitentemente una o las dos patas; y nivel “2” cuando ambas patas 
traseras estaban completamente pegadas al abdomen (n = 8-16). 
1.2.5. Déficit de la memoria episódica en los ratones Epm2b-/- 
Se empleó el test de reconocimiento de objetos para el análisis de la memoria a 
corto plazo, distribuyendo a los ratones en dos grupos de edad, ratones jóvenes (4-8 
meses) y ratones adultos (9-15 meses) (Fig. 29). Los ratones Epm2b-/- de 4-8 meses de 
edad mostraron un ID significativamente menor que el de los animales control, con un 
valor muy próximo a 0, lo que indicaría que los ratones carentes de malina apenas 
discriminan entre ambos objetos (Fig. 29). A la edad de 9-15 meses, los ratones nulos 
para la expresión de malina manifestaron un ID con un valor negativo indicando que los 
ratones Epm2b-/- no fueron capaces de reconocer y discriminar el objeto antiguo del 
objeto nuevo (Fig. 29). Estos resultados revelan que la ausencia de expresión de la 
proteína malina tanto en ratones jóvenes como en ratones adultos produce una 






























Figura 29. Análisis de memoria a corto plazo de los ratones Epm2b-/- mediante el test de 
reconocimiento de objetos. Los ratones se dividieron en dos grupos de edad, ratones jóvenes (4-8 meses) 
y adultos (9-15 meses). El índice de discriminación (ID) se calculó como la razón entre la diferencia del 
tiempo de exploración de un objeto nuevo (tC) y uno conocido (tA) y el tiempo total de exploración (tT = 
tA+tC) (ID = tC−tA/tT). Los datos se analizaron mediante un test t-Student. **p<0.01 (n = 11-16). 
1.2.6. Actividad electroencefalográfica cortical de los ratones Epm2b-/- 
Para analizar las posibles alteraciones en la actividad electroencefalográfica de 
los ratones Epm2b-/-, se realizaron registros con un equipo de vídeo-EEG 
computerizado. Se implantaron dos electrodos registradores corticales delante de la 
línea de Bregma (Fig. 10C) y tras la línea de Lambda, un electrodo de referencia y otro 
de tierra (Fig. 10D). Transcurridos tres días desde la operación, se procedió al registro 
de vídeo y de la actividad electroencefalográfica en situación basal de los ratones 
control y Epm2b-/- (Fig. 30).  
Los ratones control presentan una actividad de fondo basal a 6-7 Hz (Buzsaki, 
2002) (Fig. 30A y B). El análisis de los registros y los vídeos mostró que los ratones 
Epm2b-/- a partir de los 3 meses de edad presentaban mioclonías que se reflejaban en el 
registro electroencefalográfico como complejos de polipunta-onda (Fig. 30C). Además, 
se comprobó que los ratones Epm2b-/- presentaban mioclonías espontáneas que se 
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reflejaban en el registro electroencefalográfico como punta (Fig. 30D), punta-onda (Fig. 
30E-F) y polipuntas (Fig. 30G-H) y que en el video se correspondían con sacudidas 
musculares. Así mismo, los ratones Epm2b-/- manifestaban crisis epilépticas espontáneas 








Figura 30. Actividad electroencefalográfica cortical en ratones Epm2b-/-. Ejemplos de la actividad 
electroencefalográfica de un ratón control (A y B), descarga de polipunta-onda en un ratón Epm2b-/- de 3 
meses de edad (C), punta (D) y punta-onda espontáneas (E-F) correspondientes a sacudidas musculares en 
un ratón Epm2b-/- de 19 meses de edad. Polipuntas espontáneas correspondientes a sacudidas musculares 
en un ratón Epm2b-/- de 18 meses de edad (G-H). Registros EEG obtenidos a partir de grabaciones de 
vídeo-EEG en el equipo Natus Neurowork EEG (Natus Medical Inc., San Carlos, CA. EEUU). 
1.2.7. Cambios en la sensibilidad al tratamiento con PTZ en los ratones 
Epm2b-/- 
Para los tratamientos con el agente químico epileptógeno PTZ, se dividieron 
tanto los ratones mutantes para malina como los ratones control en dos grupos de edad, 
4-8 meses y 9-22 meses de edad, los cuales a su vez, se subdividieron en otros tres 
grupos a los que se administraron distintas dosis de PTZ, 30, 50 ó 75 mg/kg. Se analizó 
el número de ratones que sufrieron sacudidas musculares (Fig. 31), que manifestaron 
crisis epilépticas tónico-clónicas (Fig. 32), así como la letalidad de los mismos con el 
tratamiento de PTZ (Fig. 33).  
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Con dosis de 30 mg/kg de PTZ, aproximadamente el 50% de los ratones de 4-8 
meses y el 75% de los ratones de 9-22 meses de edad, nulos para la expresión de 
malina, presentaron mioclonías, mientras que sólo se observaron en un pequeño 
porcentaje de los ratones control (22% de los ratones de 9-22 meses de edad). Con 50 
mg/kg de PTZ, el porcentaje de los ratones Epm2b-/- que manifestaron sacudidas 
musculares fue similar al comparar con los ratones control (en torno al 85%). Al 
administrar 75 mg/kg de PTZ, prácticamente todos los ratones analizados tuvieron 
mioclonías (Fig. 31). Así, la ausencia de expresión de malina en los ratones Epm2b-/- 
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Figura 31. Porcentaje de ratones Epm2b-/- que presentaron mioclonías a dosis de 30, 50 y 75 mg/kg 
de PTZ. A dosis de 30 mg/kg PTZ, aproximadamente el 50% del grupo más joven de ratones Epm2b-/- 
presentaron mioclonías, mientras que en el grupo de 9-22 meses de edad el porcentaje se aproximó al 
75%. Sólo un 22% de los ratones de 9-22 meses de edad de los ratones control presentaron mioclonías 
con esta misma dosis de PTZ. Con 50 mg/kg de PTZ, los porcentajes de ratones Epm2b-/- y controles que 
presentaron mioclonías fueron muy similares, aproximándose al 85%, mientras que con dosis de 75 
mg/kg de PTZ prácticamente todos los ratones presentaron mioclonías  (n = 16-38). 
En cuanto a la aparición de crisis epilépticas, con dosis de 30 mg/kg de PTZ, 
sólo un pequeño porcentaje de ratones control a 9-22 meses (6%) y de ratones Epm2b-/- 
(3%) presentaron crisis epilépticas. Al administrar 50 mg/kg de PTZ en el grupo de 4-8 
meses de edad, el porcentaje de ratones Epm2b-/- que sufrieron crisis epilépticas fue 
mayor (78%) al compararlo con los controles (50%), pero esta diferencia se igualó en el 
otro grupo de mayor edad. Igualmente, con dosis de 75 mg/kg de PTZ a todas las 
edades, el porcentaje de ratones Epm2b-/- que sufrieron crisis epilépticas fue parecido o 
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un poco inferior que en los ratones control (Fig. 32). Así, la ausencia de expresión de 
malina tampoco parece influir en la sensibilidad de los ratones al PTZ para producir 
crisis epilépticas, con excepción del grupo más joven a la dosis intermedia y, en todo 







































Figura 32. Porcentaje de ratones Epm2b-/- con crisis generalizadas a dosis de 30, 50 y 75 mg/kg de 
PTZ. Al administrar 30 mg/kg de PTZ, sólo el 3% de los ratones Epm2b-/- presentó crisis epilépticas en el 
grupo de 9-22 meses de edad. Con 50 mg/kg de PTZ, el porcentaje de ratones Epm2b-/- que presentaron 
crisis epilépticas, se situó en el 78% en los grupos de 4-8 meses de edad mientras que disminuyó al 50% 
en el grupo de mayor edad. Al inyectar 75 mg/kg de PTZ, el porcentaje de ratones nulos para la expresión 
de malina que presentaron crisis epilépticas fue algo menor que en los animales control (n = 16-38). 
En cuanto a la letalidad, al administrar 30 mg/kg de PTZ no se observó 
mortalidad en ninguno de los ratones analizados. Con dosis de 50 mg/kg de PTZ, el 
porcentaje de ratones Epm2b-/- y de ratones control que murió a todas las edades fue 
muy similar, mientras que con dosis de 75 mg/kg de PTZ, el porcentaje de ratones 
Epm2b-/- que murió fue menor que el de los ratones control (Fig. 33). Estos resultados 
indican de nuevo que la falta de expresión de malina produce ciertas alteraciones en la 
sensibilidad al agente PTZ, pero al contrario de lo que ocurría al eliminar la expresión 




























4-8 9-22  
Figura 33. Letalidad de ratones Epm2b-/- con tratamientos de PTZ a dosis de 30, 50 y 75 mg/kg. En 
los distintos grupos de edad (4-8 y 9-22 meses) no se observó mortalidad a dosis de 30 mg/kg de PTZ, ni 
en ratones nulos para la expresión de malina ni en ratones control. Con dosis de 50 mg/kg, el porcentaje 
de ratones Epm2b-/- que murieron fue ligeramente inferior que en los grupos control. Sin embargo, cuando 
se inyectaron 75 mg/kg, el porcentaje de ratones Epm2b-/- que murieron fue considerablemente menor que 
en los animales control (n = 16-38). 
También se analizó el periodo de latencia tras la inyección de 50 mg/kg de PTZ 
hasta sufrir una crisis tónico-clónica y la duración de la misma. Para ello, se analizaron 
los ratones Epm2b-/- y los ratones control en dos grupos de edad, 4-8 meses y 9-22 
meses (Fig.34 y Fig. 35). El periodo de latencia fue significativamente menor en los 




















Figura 34. Periodo de latencia desde la inyección de 50 mg/kg de PTZ hasta la aparición de crisis 
tónico-clónicas en ratones Epm2b-/-. El tiempo transcurrido desde la inyección de PTZ hasta la aparición 
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de las crisis en los ratones Epm2b-/- de ambos grupos de edad fue significativamente menor que en los 
animales control. Los datos se analizaron mediante un test t-Student. *p<0.05 (n = 10-20). 
Además, la duración de las crisis fue estadísticamente mayor en los ratones 
mutantes para malina que en los ratones control en el grupo de 4-8 meses de edad. Esta 
tendencia se mantuvo en el grupo de 9-22 meses pero, en este caso, no se encontraron 
























Figura 35. Duración de la crisis después de la inyección de 50 mg/kg de PTZ en ratones Epm2b-/-. La 
duración de las crisis fue significativamente mayor en los ratones nulos para la expresión de malina que 
en los ratones control en el grupo de 4-8 meses edad. Sin embargo, la duración de las crisis de los ratones 
Epm2b-/- de 9-22 meses de edad fueron similares a las de los ratones control. Los datos se analizaron 
usando el test t-Student. *p< 0.05 (n = 10-20). 
Así, mientras que el porcentaje de animales deficientes para la expresión de 
malina que presentaban crisis epilépticas no era mucho mayor que los ratones control, 
exceptuando el grupo joven a 50 mg/kg, el periodo de latencia hasta la aparición de las 
crisis es considerablemente menor y la duración de las mismas, un poco mayor. 
2. Modelo de demencia frontotemporal: ratones TauVLW, transgénicos 
de la proteína tau humana con mutaciones de FTDP-17 
Los ratones transgénicos de tau analizados en este trabajo (ratones TauVLW) 
sobre-expresan una isoforma de la proteína tau humana con dos insertos en la región 
amino-terminal, con cuatro repeticiones en el dominio de unión a tubulina y con tres de 
las mutaciones características de la FTDP-17, G272V, P301L y R406W (hTauVLW) 
bajo el control del promotor específico neuronal Thy-1 (Lim et al., 2001). En este 
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trabajo, en primer lugar se confirmó la expresión del transgen hTauVLW y de 
agregados de la proteína tau hiperfosforilada en los ratones TauVLW para, 
posteriormente, analizar la actividad electroencefalográfica de estos ratones con vídeo-
EEG monitorizado y evaluar su respuesta a diferentes tratamientos de PTZ. 
2.1. Expresión del transgen hTauVLW en el cerebro de los ratones 
TauVLW 
En primer lugar, se analizó la presencia del transgen hTauVLW en los ratones 
TauVLW con el anticuerpo T14, dirigido contra un epítopo específico presente en la 
proteína tau humana y se observó que su expresión era abundante en varias regiones del 
cerebro, entre ellas en la corteza cerebral e hipocampo (Fig. 36), la sustancia nigra, 
núcleos talámicos, el locus coeruleus, núcleos del cerebelo y en núcleos ventrales de la 





























Figura 36. Expresión del transgen hTauVLW en hipocampo y corteza cerebral de los ratones 
TauVLW a 3 (A y B), 9 (C y D) y 19 (E y F) meses de edad. Las neuronas piramidales del hipocampo 
(CA1 en A y E y CA2 en C y E) así como las granulares del giro dentado (DG) (A y E) presentan tinción 
con el anticuerpo T14, específico de un epítopo presente en la proteína tau humana. También las neuronas 
piramidales corticales de capas II-III, V y VI (B, D y F) expresan el transgen con la isoforma de tau 
humana mutada. LI-LVI: capas I a VI de corteza cerebral; CA: Cuerno de Amón; DG: Giro dentado. La 
barra en A, E, F corresponde a 132 µm, en C a 198 µm, en B a 62 µm y en D a 34 µm.  
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2.2. Presencia de agregados de tau hiperfosforilado en el cerebro de los 
ratones TauVLW 
Los ratones TauVLW mostraban agregados anómalos de la proteína tau en las 
regiones donde se sobre-expresaba el transgen hTauVLW a partir de los 18 meses de 
edad. Estos agregados se identificaron con anticuerpos dirigidos contra epítopos 
fosforilados de tau (Engel et al., 2006; Guerrero et al., 2008; Guerrero et al., 2009; Lim 
et al., 2001; Perez et al., 2005). En este trabajo se utilizó el anticuerpo AT8, dirigido 
contra la Ser202 fosforilada que se localiza en una región rica en prolinas de la proteína 
tau. La corteza cerebral y el hipocampo mostraban agregados de la proteína tau 
hiperfosforilada (Fig. 37) en neuronas piramidales del hipocampo (CA1 en Fig. 37A y 
E, CA2 en Fig. 37F) y en neuronas granulares del giro dentado (Fig. 37A y C). También 
se encontraron agregados de la proteína tau identificados con el anticuerpo AT8 en 
neuronas del núcleo de la amígdala (Amyg, Fig. 37B) y en la corteza piriforme (Fig. 














Figura 37. Agregados de la proteína tau hiperfosforilada teñidos con el anticuerpo AT8 en cerebro 
de ratones TauVLW a los 18 meses de edad. Se observan acúmulos de tau en DG (A y C), en el núcleo de 
la amígdala (Amyg, B), en corteza piriforme (Cx Pir, B y D), en CA1 (A y E) y en CA2 (F). Amyg: 
Amígdala; CA: Cuerno de Amón; Cx Pir: Corteza piriforme; DG: Giro dentado. La barra en A y B 
corresponde a 198 µm, en C y F a 55 µm y en D y E a 22 µm. 
2.3. Actividad electroencefalográfica cortical de los ratones TauVLW 
En estado basal, se observó que los ratones TauVLW mostraban crisis epilépticas 
espontáneas. Por ello, se analizó la actividad electroencefalográfica de estos ratones 
realizando registros corticales basales con un equipo de vídeo-EEG computerizado. Se 
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implantaron dos electrodos registradores corticales delante de la línea de Bregma (Fig. 
10C) y un electrodo de referencia y otro de tierra detrás de la línea de Lambda (Fig. 
10D). Tres días posteriores a la implantación de los electrodos, se procedió al registro 
de vídeo y de la actividad electroencefalográfica en situación basal de los ratones 
control y de los ratones TauVLW (Fig. 38).  
Las grabaciones de vídeo- EEG mostraron que los ratones TauVLW presentaban 
crisis generalizadas tónico-clónicas espontáneas, al menos a partir de los 5 meses de 
edad (primera edad analizada en este trabajo). Estas crisis se manifestaban en el registro 
como complejos de punta-onda con frecuencias de 3-6 Hz (Fig. 38C) y 8-10 Hz (Fig. 
38D) y que podían durar desde varios segundos (6 seg en Fig. 38C) a más de medio 
minuto (36 seg en Fig. 38D). Las crisis se acompañaban de manifestaciones externas en 
la mayor parte de los casos, aunque también aparecían crisis en los registros que no se 
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Figura 38. Actividad electroencefalográfica cortical en ratones TauVLW. Registros de EEG 
correspondientes a un ratón control con actividad basal de 6-7 Hz (A). Mioclonía espontánea sin correlato 
muscular externo (B). Crisis espontánea de 6 seg de duración en un ratón TauVLW de 5 meses de edad (C) 
y de 36 seg en un ratón de 14 meses (D). Ambas crisis se reflejaban en el registro como complejos de 
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punta-onda de 8-10 y de 3-6 Hz. Registros EEG obtenidos a partir de grabaciones de vídeo-EEG en el 
equipo Easy-EEG 2.1 (Cadwell, Lugo, España). 
2.4. Cambios en la sensibilidad al tratamiento con PTZ en los ratones 
TauVLW 
Los ratones TauVLW fueron sometidos a distintos tratamientos con el agente 
químico epileptógeno PTZ. Los animales se dividieron en tres grupos de edad, el grupo 
correspondiente a los primeros meses de vida (1-5 meses), al periodo de jóvenes-adultos 
(6-14 meses) y al periodo adulto-senil (15-22 meses). Estos grupos se subdividieron a 
su vez, en otros tres grupos a los que se les administraron 30, 50 ó 75 mg/kg de PTZ. Se 
analizó el porcentaje de ratones que sufrieron sacudidas musculares (Fig. 39) que 
manifestaron crisis epilépticas tónico-clónicas (Fig. 40) así como la letalidad producida 
por el tratamiento con PTZ (Fig. 41).  
Con dosis de 30 mg/kg de PTZ, el 20% de los ratones transgénicos de tau de 1-5 
presentó mioclonías, mientras que sólo un 3% de los ratones control las sufrió. 
Sorprendentemente, en el grupo de ratones TauVLW de 6-14 meses con esta misma dosis 
hasta un 90% de los ratones sufrió sacudidas musculares, mientras que a 15-22 meses de 
edad el porcentaje de ratones que las presentó disminuyó hasta un 29%, prácticamente 
igualándose con el grupo control. Tras la administración de 50 mg/kg de PTZ, el 
porcentaje de los ratones TauVLW que manifestó mioclonías fue notablemente menor al 
comparar con los ratones control en el grupo de 1-5 meses. Sin embargo, en los grupos 
de mayor edad, todos los ratones mutantes de tau presentaron mioclonías frente al 86% 
y 89% de los ratones control. Al administrar 75 mg/kg de PTZ, todos los ratones de 
todos los grupos de edad, y tanto los TauVLW como los animales control, presentaron 
mioclonías (Fig. 39). Ninguno de los ratones TauVLW de 15-22 meses fue tratado con 75 
mg/kg de PTZ para evitar el sufrimiento de los animales, debido a que todos los ratones 
con menor dosis (50 mg/kg) manifestaron mioclonías, por lo que la gráfica marcada en 
gris se extrapoló. Con estos resultados observamos que los ratones TauVLW presentan 
una mayor sensibilidad al agente epileptógeno PTZ ya que las mioclonías aparecen a 
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Figura 39. Porcentaje de ratones TauVLW que presentaron mioclonías a dosis de 30, 50 y 75 mg/kg 
de PTZ. A dosis de 30 mg/kg de PTZ, el 90% de los ratones TauVLW de 6-14 meses de edad presentaron 
mioclonías, mientras que sólo se observaron en una pequeña proporción de los grupos control. Sin 
embargo, en el grupo de mayor edad el porcentaje de ratones TauVLW que presentó mioclonías con esta 
dosis disminuyó casi hasta el valor de los ratones control. Con 50 mg/kg de PTZ, los porcentajes de 
ratones TauVLW  y controles que presentaron mioclonías alcanzaron el 100% en los grupos de 6-14  y de 
15-22 meses de edad, no así en el grupo de animales de 1-5 meses, que sólo lo hicieron el 50%. Con dosis 
de 75 mg/kg de PTZ, todos los ratones, tanto transgénicos de tau como controles, presentaron mioclonías 
(n = 7-38). La gráfica de ratones TauVLW de 15-22 meses con dosis de 75 mg/kg, se extrapoló del valor de 
la dosis inferior de 50 mg/kg. 
Al ser tratados con 30 mg/kg de PTZ, el 50% de los ratones TauVLW de 6-14 
meses de edad presentaron crisis epilépticas, mientras que sólo lo hicieron una pequeña 
proporción de los ratones control, el 3%. Sin embargo, los ratones TauVLW de 1-5 meses 
no sufrieron crisis epilépticas, ni tampoco los ratones TauVLW de 15-22 meses de edad, 
al igual que sucedió con los ratones control. Con dosis de 50 mg/kg de PTZ, el 100% de 
los ratones TauVLW de los grupos de mayor edad presentaron crisis epilépticas frente al 
55% de los ratones control, mientras que el porcentaje de ratones TauVLW que sufrió 
crisis epilépticas a los 1-5 meses de edad fue similar a los ratones control, 
aproximadamente el 43%. El porcentaje de ratones mutantes de tau que desarrolló crisis 
a dosis de 75 mg/kg de PTZ fue similar a la de los ratones control, llegando 
prácticamente a alcanzar el 100% (Fig.40). De forma similar al estudio anterior, la 
gráfica del grupo de mayor edad de ratones TauVLW se extrapoló ya que ninguno de estos 
ratones fue tratado con la dosis letal de PTZ al observarse que con una dosis inferior (50 
mg/kg) el 100% de los ratones presentaron crisis epilépticas. Así, la sobre-expresión de 
la proteína tau humana mutada también produce una disminución en el umbral de 
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aparición de crisis epilépticas con PTZ, pero este efecto es diferente en el grupo de 





































Figura 40. Porcentaje de ratones TauVLW con crisis generalizadas a dosis de 30, 50 y 75 mg/kg de 
PTZ. Al administrar 30 mg/kg de PTZ, el 50% de los ratones TauVLW presentó crisis epilépticas en el 
grupo de 6-14 meses de edad frente a un porcentaje del 3% de los ratones control. Con 50 mg/kg de PTZ, 
el porcentaje de ratones TauVLW que presentaron crisis epilépticas, se situó en torno al 100% en los grupos 
de 6-14 y de 15-22 meses de edad mientras que sólo alcanzó el 43% en el grupo de 1-5 meses de edad. 
Con dosis de 75 mg/kg de PTZ, alrededor del 100% de los ratones transgénicos de tau presentaron crisis 
epilépticas (n = 7-38). La gráfica de ratones TauVLW de 15-22 meses con dosis de 75 mg/kg se extrapoló 
del valor de la dosis inferior de 50 mg/kg.  
El tratamiento de 30 mg/kg de PTZ produjo la muerte del 50% de los ratones 
TauVLW a los 6-14 meses de edad, mientras que con esta dosis no se observó mortalidad 
en el resto de ratones a las otras edades analizadas. Con dosis de 50 mg/kg de PTZ, en 
los grupos de 6-14 y 15-22 meses de edad, el porcentaje de ratones transgénicos de tau 
que murieron fue muy superior al de los ratones control de su misma edad, el 70% 
frente al 27% a 6-14 meses y el 100% frente al 21% a 15-22 meses. Sin embargo, la 
letalidad en los grupos de ratones de 1-5 meses de edad fue similar y muy baja. Cuando 
los ratones fueron tratados con 75 mg/kg de PTZ, el porcentaje de ratones TauVLW que 
murieron fue similar al de los ratones control a los 1-5 meses de edad. A los 6-14 meses 
de edad, el 100% de los ratones transgénicos de tau murieron frente al 87% de los 
ratones control. Como se mencionó previamente, a los 15-22 meses ningún ratón 
TauVLW fue tratado con 75 mg/kg de PTZ para evitar su sufrimiento, extrapolándose el 
valor 100% de la dosis inferior de 50 mg/kg. A esta edad, la letalidad producida por 
PTZ en el grupo de ratones TauVLW, se situó en el doble de la del grupo de ratones 
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control (Fig. 41). Con estos resultados, observamos que la sobre-expresión de la 
proteína tau humana mutada produce un aumento de la letalidad producida por el agente 


























Figura 41. Letalidad de ratones TauVLW a dosis de 30, 50 y 75 mg/kg de PTZ. Con dosis de 30 mg/kg 
de PTZ, murió el 50% de los ratones transgénicos de tau de 6-14 meses de edad. Al aplicar 50 mg/kg de 
PTZ, murieron el 70% y el 100% de los ratones TauVLW de 6-14 y de 15-22 meses de edad, 
respectivamente, pero este efecto no se observó en el grupo de 1-5 meses de edad. Cuando se inyectaron 
dosis de 75 mg/kg de PTZ, la letalidad de los ratones TauVLW fue de 100% en los dos grupos de mayor 
edad (n = 7-38). La gráfica de ratones TauVLW de 15-22 meses con dosis de 75 mg/kg se extrapoló del 
valor de la dosis inferior de 50 mg/kg. 
Para analizar si en los ratones transgénicos de hTauVLW variaba también el 
periodo de latencia y la duración de las crisis producidas por el PTZ, a los ratones 
TauVLW y a los ratones control se les inyectó una dosis de 50 mg/kg de PTZ a las 
diferentes edades analizadas. El periodo de tiempo que tardaron los ratones TauVLW en 
presentar la crisis tónico-clónica fue significativamente menor que en los ratones 
control en los grupos de 1-5 y de 6-14 meses de edad, mientras que en el grupo de 15-20 
meses no se observaron diferencias significativas, sólo una tendencia a que el periodo 






















Figura 42. Periodo de latencia desde la inyección de 50 mg/kg de PTZ hasta la aparición de crisis 
tónico-clónicas en ratones TauVLW. El tiempo transcurrido desde la administración del PTZ hasta la 
aparición de las crisis fue significativamente menor en los grupos de ratones transgénicos de tau de 1-5 y 
de 6-14 meses de edad que en los grupos de ratones control de las edades. El grupo de ratones TauVLW de 
15-20 meses también presentaba un periodo de latencia menor que el grupo control, pero estas diferencias 
no fueron significativas. Los datos se analizaron usando el test t-Student. **p<0.01; ***p<0.001 (n = 5-
19). 
Además, las crisis que sufrieron los ratones TauVLW cuando se les inyectó una 
dosis de 50 mg/kg de PTZ presentaban una mayor duración que las que manifestaron 
























Figura 43. Duración de las crisis después de la inyección de 50 mg/kg de PTZ en ratones TauVLW.  
Los ratones TauVLW a todas las edades analizadas presentaron una duración de las crisis significativamente 
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más largas que las de los ratones control. Los datos se analizaron mediante un test t-Student. *p<0.05; 






























1. Los modelos animales de la enfermedad de Lafora Epm2a-/- y 
Epm2b-/- 
En este trabajo se describen las alteraciones neurológicas que presentan dos 
modelos animales de la enfermedad de Lafora, generados mediante manipulación 
genética de los dos genes relacionados con esta patología, los ratones Epm2a-/- y 
Epm2b-/-. Estos ratones presentan déficit de actividad motora, de equilibrio, de memoria 
y discinesias que se corresponden con la abundante presencia de cuerpos de Lafora en 
distintas regiones del cerebro. La ausencia de laforina y malina también produce 
manifestaciones epilépticas, mioclonías y crisis tónico-clónicas, con o sin correlato 
electroencefalográfico y un aumento de la sensibilidad al agente epileptógeno PTZ.  
La enfermedad de Lafora es un tipo de epilepsia mioclónica progresiva que se presenta 
en la adolescencia con la aparición de diferentes síntomas epilépticos, como crisis 
generalizadas tónico-clónicas y ausencias, y evoluciona rápidamente hacia un 
empeoramiento clínico, apareciendo una demencia progresiva que lleva a los pacientes a 
un estado vegetativo y a la muerte, aproximadamente diez años después de la 
manifestación de los primeros síntomas neurológicos. La característica histopatológica 
más destacada de la enfermedad de Lafora es la presencia de unos cuerpos de inclusión 
citoplásmicos formados por poliglucosanos, una forma de glucógeno anormalmente 
ramificada, que se denominan cuerpos de Lafora. Desde el descubrimiento de la 
presencia de mutaciones en los genes que codifican las proteínas laforina y malina en 
pacientes con enfermedad de Lafora (Chan et al., 2003; Minassian et al., 1998; 
Serratosa et al., 1999) se han intentado identificar los mecanismos moleculares en los 
que están implicadas estas proteínas y su posible relación con la aparición de los 
cuerpos de Lafora. Así, se ha observado que el complejo laforina-malina produce la 
ubiquitinación y la degradación dependiente del proteosoma de proteínas relacionadas 
con la regulación de la biosíntesis de glucógeno, la GS, la PTG y la GBE (Cheng et al., 
2007; Gentry et al., 2005; Solaz-Fuster et al., 2008; Vilchez et al., 2007; Worby et al., 
2008) al tiempo que aumenta la eliminación de las proteínas celulares plegadas 
incorrectamente protegiendo de la toxicidad inducida por estrés (Garyali et al., 2009). 
Gracias al estudio de los modelos animales Epm2a-/- y Epm2b-/- se ha observado que la 
ausencia del complejo laforina-malina produce una alteración de los mecanismos de 
autofagia (Aguado et al., 2010; Criado et al., 2011). También se ha propuesto que 
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mediante su actividad glucógeno fosfatasa, la proteína laforina suprime la fosforilación 
excesiva del glucógeno y previene la formación de glucógeno hiperfosforilado, 
pobremente ramificado y propenso a agregarse (Fernandez-Sanchez et al., 2003; 
Tagliabracci et al., 2008; Tagliabracci et al., 2007; Worby et al., 2006). Además, se ha 
visto que la inhibición de la síntesis de glucógeno mediante la eliminación del PTG, en 
ausencia de la proteína laforina en un ratón doble mutante, previene la formación de 
cuerpos de Lafora y elimina las crisis mioclónicas (Turnbull et al., 2011).  
Ya que los pacientes con enfermedad de Lafora manifiestan mioclonías, ataxia 
cerebelosa, demencia, así como alteraciones en el movimiento (Berkovic et al., 1986; 
Chan et al., 2004; Ganesh et al., 2002b; Van Heycop Ten Ham, 1974), nos planteamos 
un análisis más profundo de las alteraciones de comportamiento derivadas de la 
ausencia de la proteína laforina en los ratones Epm2a-/- (Ganesh et al., 2002a) y de la 
ausencia de la proteína malina en los ratones Epm2b-/- (Criado et al., 2011). La aparición 
de los cuerpos de Lafora en regiones específicas del cerebro de los ratones Epm2a-/- y 
Epm2b-/- reproduce la característica neuropatológica más destacada de los pacientes con 
enfermedad de Lafora, que precede a la aparición de alteraciones neurológicas y de 
comportamiento. Así, los ratones Epm2a-/- presentan cuerpos de Lafora similares en 
cuanto a forma, tamaño y composición a los descritos en humanos. Estos cuerpos de 
Lafora empiezan a aparecer a los dos meses de edad, muchos de ellos reaccionan con 
anticuerpos frente a ubiquitina (Criado et al., 2011) y su número y tamaño aumentan 
con la edad, detectándose alteraciones neurológicas a partir de los cuatro meses de edad. 
Como hemos señalado previamente, la ausencia del complejo laforina-malina en los 
ratones Epm2a-/- y Epm2b-/- produce una disfunción de la autofagia como primera 
manifestación patológica, que también podría contribuir a la acumulación de los cuerpos 
de Lafora y de proteínas ubiquitinadas (Rao et al., 2010; Kondomerkos et al., 2005; 
Shea 2009). También a partir de los dos meses en los ratones Epm2a-/- y de forma previa 
a la aparición de los cuerpos de Lafora, se observan signos de neurodegeneración sin 
activación de apoptosis (Ganesh et al., 2002a). En los ratones nulos para la expresión de 
malina, también se observó la presencia de cuerpos de Lafora de pequeño tamaño a los 
dos meses de edad, que reaccionaban con anticuerpos contra ubiquitina, pero no se 
observaron signos de neurodegeneración antes de la aparición de estos agregados 
(Criado et al., 2011). En los ratones Epm2a-/-, los cuerpos de Lafora neuronales son 
positivos para ubiquitina, sin embargo, estas inclusiones en hígado y músculo no 
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reaccionan con ubiquitina, por lo que se ha sugerido que los cuerpos de Lafora 
neuronales presentan mecanismos patológicos diferentes a los de otros tejidos (Ganesh 
et al., 2002a) 
La ausencia de expresión de la proteína laforina en los ratones Epm2a-/- también 
dio lugar a la aparición de alteraciones en el comportamiento motor y la actividad 
exploratoria. En el actímetro, los ratones control jóvenes muestran una tendencia a 
estabilizar la cantidad de movimiento en los desplazamientos de superficie cuando 
llevan un tiempo explorando, ya que al conocer el entorno pierden el interés por 
explorar. Sin embargo, los ratones jóvenes nulos para la expresión de laforina no 
muestran esta tendencia y continúan explorando e incrementando la cantidad de 
movimiento a lo largo del test. Además, también muestran mayor cantidad de 
movimientos estereotipados y de alzamientos. Este comportamiento podría reflejar la 
presencia de estados de hiperactividad, ansiedad y/o estrés en los ratones Epm2a-/- de 
corta edad (Lever et al., 2006; Ridley, 1994). Sin embargo, estas diferencias en la 
cantidad de movimiento en el actímetro en los ratones Epm2a-/- con respecto a los 
ratones control no fueron significativas en los grupos de mayor edad, reflejando quizás 
un empeoramiento del comportamiento motor con la edad. Por otra parte, también los 
ratones Epm2b-/- presentaron alteraciones en la actividad motora y en el comportamiento 
exploratorio pero, en este caso, los ratones nulos para la expresión de malina, tanto 
jóvenes como adultos, presentaron una menor cantidad de movimientos con 
desplazamiento, estereotipados y alzamientos al compararlos con los ratones control. La 
disminución de la actividad motora en los ratones Epm2b-/- podría estar causada por la 
abundante presencia de cuerpos de Lafora en los núcleos motores del troncoencéfalo y 
en el cerebelo principalmente, aunque también podría reflejar un estado de falta de 
ansiedad con baja actividad exploratoria y/o depresión debidos a la ausencia de malina 
(Cryan and Holmes, 2005; Krishnan and Nestler, 2011). Hasta la descripción del 
modelo de ratón Epm2b-/- generado en el grupo de Valles-Ortega (Valles-Ortega et al., 
2011) no se habían descrito alteraciones neurológicas en los otros modelos deficientes 
para la expresión de malina (DePaoli-Roach et al., 2010; Turnbull et al., 2010). Los 
datos observados en este modelo presentan algunas diferencias con respecto a los datos 
obtenidos con los ratones generados en nuestro grupo. Este grupo realizó un ensayo de 
campo abierto (open field test) para medir el comportamiento exploratorio de su línea de 
ratones Epm2b-/- y observaron que a los once meses de edad presentaban hiperactividad 
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y mostraban un aumento del comportamiento exploratorio con respecto a los ratones 
control. Este comportamiento en campo abierto reflejaría un estado de ansiedad y/o 
estrés (Lever et al., 2006; Ridley, 1994) similar al que nosotros observamos en los 
ratones Epm2a-/-. Sin embargo, al mismo tiempo estos autores señalaron que los ratones 
Epm2b-/- permanecían mucho tiempo en el centro de la arena (Valles-Ortega et al., 
2011), actitud que indicaría una ausencia de ansiedad (Prut and Belzung, 2003). Estas 
discrepancias podrían explicarse en base a la existencia de distintos fondos genéticos en 
estas líneas de ratón debido a las cepas utilizadas y al número de retrocruces que se 
realizaron en las colonias. Este distinto fondo genético podría afectar a los patrones de 
comportamiento de forma diferencial (Schauwecker, 2011).  
Los ratones deficientes para la expresión de laforina también mostraron 
alteraciones en la coordinación motora y el equilibrio. Estas alteraciones fueron mucho 
más importantes en los ratones adultos, algunos de los cuales no fueron capaces de 
aprender a caminar ni de mantenerse sobre el rodillo del rotarod. Previamente, se había 
publicado un ensayo en el rotarod con la misma línea de ratones Epm2a-/-, en el que se 
describía que a los cuatro meses de edad no mostraban diferencias con respecto a los 
ratones control pero sí se observaban alteraciones a los nueve meses de edad (Ganesh et 
al., 2002a). Nuestros datos confirman y amplían esos resultados. De la misma manera 
que los ratones Epm2a-/-, los ratones Epm2b-/- mostraron importantes alteraciones en la 
coordinación motora y el equilibrio, aunque este problema estaba menos acentuado en 
los ratones de mayor edad.  Valles-Ortega y cols. (Valles-Ortega et al., 2011) realizaron 
este mismo ensayo en su modelo de ratón nulo para la expresión de malina a los once 
meses de edad, pero no llegaron a observar diferencias con los ratones control. De 
nuevo, nuestros resultados amplían esos estudios al observar alteraciones a distintas 
edades. Además, en los dos modelos de ratón deficientes para la expresión de laforina y 
malina también se observó la presencia de discinesias y posturas anormales que se 
agravaban notablemente en los grupos de mayor edad y significativamente más 
importantes en los ratones Epm2b-/- que en los Epm2a-/-. Las alteraciones motoras, de 
equilibrio y la presencia de discinesias y posturas anormales de los ratones deficientes 
para la expresión de laforina y malina, podrían ser una consecuencia de la presencia de 
los cuerpos de Lafora en los núcleos basales y núcleos motores del troncoencéfalo y 
cerebelo principalmente, así como de los procesos neurodegenerativos que aparecen en 
estas regiones cerebrales. 
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Los estudios de memoria episódica o memoria a corto plazo en estos modelos 
indicaron que los ratones Epm2a-/- presentaban un índice de discriminación de objetos 
significativamente más bajo que los ratones control reflejando la existencia de un 
importante déficit de memoria episódica que fue aún más relevante en los ratones de 
mayor edad. Por otro lado, el grupo de ratones Epm2b-/- mostraron un índice de 
discriminación más bajo que los ratones control y notablemente más reducido que los 
ratones Epm2a-/-. En ambos modelos, estas deficiencias de memoria episódica también 
se agravaban sustancialmente con la edad, probablemente empeoradas por las 
deficiencias en actividad exploratoria que presentaban estos ratones en los estudios de 
actividad motora. Así, tanto la ausencia de expresión de la proteína laforina como de 
malina en nuestros ratones conduce a una importante pérdida de memoria. Por lo tanto, 
los ratones Epm2a-/- y Epm2b-/- podrían constituir un buen modelo experimental para 
investigar los procesos moleculares implicados en el deterioro cognitivo que se observa 
en los pacientes con enfermedad de Lafora (Berkovic et al., 1986; Chan et al., 2004; 
Ganesh et al., 2002b; Van Heycop Ten Ham, 1974). El déficit de memoria que 
manifiestan estos ratones podría ser una consecuencia de la abundante presencia de 
cuerpos de Lafora y de procesos neurodegenerativos en la corteza cerebral e hipocampo. 
El grupo de Valles-Ortega y cols. (Valles-Ortega et al., 2011) evaluó la memoria 
asociativa o memoria a largo plazo de sus ratones Epm2b-/- a los once meses de edad 
con el test de acondicionamiento operante (operant conditioning test) (Madronal et al., 
2010) y observaron que sus ratones deficientes para la expresión de malina no 
presentaron alteraciones de memoria cuando los compararon con los ratones control, a 
pesar de que esos ratones presentaban importantes alteraciones morfológicas y 
funcionales en el hipocampo, como describen en este mismo trabajo con estudios 
histológicos y neurofisiológicos, respectivamente. De nuevo, aunque no se deben 
descartar otros motivos, estas diferencias se podrían atribuir a la existencia de distintos 
fondos genéticos en nuestros modelos animales. 
Los enfermos de Lafora presentan, además, anormalidades epileptiformes 
multifocales a parte de brotes generalizados, con mioclonías continuas que se 
corresponden con complejos de punta-onda de 3-6 Hz en el EEG (Berkovic et al., 1991; 
Van Heycop Ten Ham, 1974). Se analizaron las posibles alteraciones en la actividad 
electroencefalográfica basal de los ratones Epm2a-/- y Epm2b-/- y se observó que ambos 
modelos animales manifestaban mioclonías continuas desde los tres meses de edad, que 
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se correspondían con sacudidas musculares en el vídeo y con puntas, complejos de 
punta-onda o polipuntas en el EEG. Los ratones Epm2a-/- mostraban además crisis 
epilépticas tónico-clónicas espontáneas, de 4-6 Hz y de pocos segundos a medio minuto 
de duración, mientras que los ratones Epm2b-/- presentaban crisis epilépticas tónico-
clónicas pero que carecían de correlato eléctrico en el EEG. Estudios previos en ratones 
Epm2a-/- (Ganesh et al., 2002a) habían mostrado la presencia de crisis mioclónicas 
espontáneas que duraban escasos segundos y consistían en sacudidas musculares, 
correspondientes a puntas o complejos de punta-onda, pero sin embargo, no encontraron 
crisis epilépticas tónico-clónicas en estos ratones. Tampoco se describió la presencia de 
mioclonías o crisis epilépticas en registros electroencefalográficos de actividad basal en 
los trabajos previos de los ratones Epm2b-/- (Valles-Ortega et al., 2011) aunque sí se 
observó la presencia de potenciales evocados de larga duración en estos ratones, así 
como la mayor propensión a sufrir crisis hipocampales tras el tratamiento con ácido 
kaínico. 
Con anterioridad a la generación de los modelos experimentales generados a 
través de técnicas de manipulación genética caracterizados previamente, los modelos 
animales que se habían utilizado más frecuentemente para estudiar la epilepsia eran los 
modelos farmacológicos. Estos modelos, se generan mediante el tratamiento con 
diferentes agentes convulsionantes como son el ácido kaínico (Ben-Ari et al., 1981; 
Zaczek et al., 1981), la pilocarpina (Turski et al., 1983) o el PTZ (Reinhard and 
Reinhard, 1977; Swinyard, 1989; Verdinakis, 1969; Vernadakis and Woodbury, 1969). 
El PTZ induce una fase aguda de estado epiléptico caracterizado por crisis tónico-
clónicas y se ha utilizado frecuentemente en animales como un modelo de epilepsia 
generalizada ya que se une y bloquea al receptor GABAA produciendo alteraciones en la 
actividad del canal de cloro y bloqueando la actividad inhibitoria mediada por GABA 
(Andre et al., 1998). Habitualmente, el PTZ se emplea como droga epileptógena para 
posteriormente evaluar la eficacia de ciertos fármacos antiepilépticos en animales de 
experimentación. A diferentes concentraciones en las que el PTZ puede provocar desde 
convulsiones leves a crisis, el PTZ induce una activación excesiva de neuronas de la 
amígdala, estructura cerebral implicada en epilepsia (Pereno and Beltramino, 2010; 
Pitkanen et al., 1998)  pero no la muerte de las mismas. 
En este trabajo, se analizó la sensibilidad de nuestros modelos animales Epm2a-/- 
y Epm2b-/- al agente epileptógeno PTZ y se observó que presentaban alteraciones con 
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respecto a los animales control. Así, el tratamiento con PTZ en los ratones Epm2a-/-, 
reflejó que la ausencia de laforina producía un aumento en la sensibilidad a este agente 
epileptógeno con respecto a los ratones control, ya que presentaban convulsiones y 
crisis epilépticas a dosis más bajas. Además, las crisis en los ratones Epm2a-/- aparecían 
en un periodo de tiempo más corto después del tratamiento con PTZ que en los ratones 
control y tendían a presentar una mayor duración. Los ratones Epm2b-/- también 
mostraron un umbral de aparición de sacudidas musculares más bajo en respuesta al 
tratamiento con PTZ y una mayor duración de las crisis, aunque en el resto de las 
variables analizadas la ausencia de malina parecía proteger a los ratones Epm2b-/- de la 
toxicidad a este agente. Estos resultados reflejan la existencia de alguna alteración del 
sistema GABAérgico, más importante en los ratones Epm2a-/- que en los ratones 
Epm2b-/-, que se agravaría con la administración de PTZ. La alteración de la transmisión 
GABAérgica podría también explicar los estados de hiperactividad de los ratones 
Epm2a-/- que se reflejaban en una mayor actividad motora.  
La ausencia del complejo laforina-malina en los ratones Epm2a-/- y Epm2b-/- 
produce una disfunción de la autofagia como primera manifestación patológica, que 
podría llevar a la acumulación de poliglucosanos y de proteínas ubiquitiniladas e iniciar 
la formación de los cuerpos de Lafora (Aguado et al., 2010; Criado et al., 2011), un 
proceso que se agravaría por la desaparición de la actividad glucógeno fosfatasa de la 
laforina (Gentry et al., 2007; Tagliabracci et al., 2008). Sin embargo, hasta el momento 
no se conocen las causas de la aparición de epilepsia en los ratones Epm2a-/- y Epm2b-/-, 
ni la relación que existe entre la formación de los cuerpos de Lafora y las alteraciones 
en la actividad electroencefalográfica. 
Los ratones Epm2a-/- y Epm2b-/- muestran muchos de los rasgos patológicos 
presentes en los pacientes con la enfermedad de Lafora. Los resultados obtenidos en 
este trabajo ayudarán a diseñar sistemas experimentales para el ensayo de sustancias 
químicas que puedan alterar los síntomas de la enfermedad. De esta manera, esperamos 
encontrar una vía para el desarrollo de nuevas terapias que ayuden a aliviar las 




2. El modelo animal de la FTDP-17, los ratones TauVLW 
Existen numerosas enfermedades neurodegenerativas que presentan mioclonías 
y crisis epilépticas espontáneas, entre ellas, ciertos casos de demencias y tauopatías. En 
los enfermos con demencias y tauopatías no son frecuentes las crisis epilépticas pero, 
sin embargo, sí son más frecuentes que en la población general. Así, se han descrito 
ciertos casos de pacientes con DCB, PSP y FTDP-17 con síntomas clínicos de epilepsia 
(Douglas et al., 2009) (Filla et al., 2002; Klimek et al., 1998; Kofler et al., 2000; 
Nygaard et al., 1989) (Filla et al., 2002; Hesdorffer et al., 1996; Sperfeld et al., 1999). 
Sin embargo, es en el caso de la enfermedad de Alzheimer donde se ha observado que 
existe un mayor riesgo de padecer epilepsia que en la población general (Amatniek et 
al., 2006; Hauser et al., 1986; Mendez et al., 1994; Risse et al., 1990; Romanelli et al., 
1990; Scarmeas et al., 2009) y que las personas que sufren formas hereditarias de la 
enfermedad, normalmente asociadas a una aparición precoz de la misma, tienen una 
probabilidad mayor de sufrir un ataque epiléptico que las personas con diagnóstico 
tardío (Hauser et al., 1986; Snider et al., 2005).  
Existen numerosas causas posibles para la aparición de crisis epilépticas en la 
enfermedad de Alzheimer como son el aumento de la producción de β -amiloide, el 
aumento de estrés oxidativo y la alteración de la homeostasis de calcio (Chow et al., 
2010; Gleichmann and Mattson, 2010; Noebels, 2011; Rothman and Mattson, 2010). 
También en los pacientes con esta enfermedad se producen alteraciones del 
citoesqueleto que provocan cambios en la estructura neuronal, como el crecimiento 
neurítico y la formación de conexiones aberrantes, el sprouting GABAérgico con el 
aumento de inhibición sináptica, las deficiencias en plasticidad sináptica, alteraciones 
cerebrovasculares y disfunciones de neurotrasmisores y/o canales iónicos (Chow et al., 
2010; Gleichmann and Mattson, 2010; Noebels, 2011; Palop and Mucke, 2010b; 
Rothman and Mattson, 2010) que podrían ser responsables del desarrollo de 
desequilibrios en conexiones excitatorias e inhibitorias y, finalmente, de la aparición de 
epilepsia. 
Recientemente, se ha descrito la presencia de crisis espontáneas no convulsivas 
en circuitos corticales e hipocampales y de descargas interictales en modelos de ratón de 
la enfermedad de Alzheimer que tenían incrementada la producción del péptido β -
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amiloide, (Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2007; Palop and Mucke, 2009; Palop 
and Mucke, 2010a; Vogt et al., 2009; Westmark et al., 2008). En estos ratones, también 
se observó que el aumento de APP/β -amiloide produce una actividad excitatoria 
aberrante que dispara mecanismos inhibitorios compensatorios, sprouting GABAérgico 
e inhibición sináptica en circuitos de hipocampo. La actividad excitatoria aberrante y los 
mecanismos inhibitorios compensatorios limitan la plasticidad sináptica produciendo 
déficit de aprendizaje y memoria. Además, las manipulaciones experimentales que 
previenen la aparición de crisis en estos modelos de APP/β -amiloide también previenen 
los déficits cognitivos, indicando que los factores responsables de ambos fenómenos 
son comunes (Roberson et al., 2007). Por otro lado, también se observó que los altos 
niveles de β-amiloide en los modelos de APP/β-amiloide son suficientes para provocar 
actividad epileptiforme y crisis, en ausencia de procesos neurodegenerativos y de 
muerte neuronal (Palop et al., 2007), pero que este efecto no se producía en ausencia de 
la proteína tau normal (Roberson et al., 2007). 
El estudio de los modelos animales de la enfermedad de Alzheimer que se han 
generado hasta el momento, ha llevado al descubrimiento de múltiples modificaciones 
en numerosos mecanismos neuronales, que podrían conducir a desarrollar una 
hiperexcitabilidad neuronal en circuitos específicos cerebrales y a la aparición de 
actividad y crisis epilépticas (Palop et al., 2006; Palop et al., 2007)Así, se han descrito 
alteraciones en genes de expresión temprana inmediata, incluyendo Fos y proteínas de 
citoesqueleto, en moléculas de adhesión e integrinas, en receptores NMDA, AMPA y 
metabotrópicos de glutamato y nicotínicos de acetilcolina, en vesículas sinápticas y 
exocitosis, en rutas de fosforilación/defosforilación (MAP kinasas, cdk5, tirosin-
kinasas/fosfatasas) en las espinas dendríticas, así como en la transmisión sináptica basal 
y en la plasticidad neuronal (Mark et al., 1995; Palop et al., 2007; Palop and Mucke, 
2009; Peng and Houser, 2005; Rothman and Olney, 1995; Snyder et al., 2005).  
Como se ha mencionado anteriormente, los estudios electroencefalográficos 
realizados en ratones transgénicos de APP/β -amiloide revelaron la presencia de 
descargas epileptiformes corticales e hipocampales y crisis generalizadas no 
convulsivas (Minkeviciene et al., 2009; Palop et al., 2007; Vogt et al., 2009; Westmark 
et al., 2008) si estaba presente la proteína tau normal. Sin embargo, hasta el momento 
no se habían descrito crisis epilépticas espontáneas en ratones con modificaciones en la 
proteína tau. En este trabajo se ha analizado la actividad electroencefalográfica de una 
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línea de ratones transgénicos de tau con tres mutaciones de FTDP-17, los ratones 
TauVLW (Lim et al., 2001) y se ha observado la presencia de crisis epilépticas tónico-
clónicas espontáneas caracterizadas por complejos de punta-onda de baja y media 
frecuencia y desde varios segundos a más de medio minuto de duración. Además, 
cuando se les administró el agente epileptógeno PTZ se observó que estos ratones eran 
más propensos a sufrir mioclonías y crisis epilépticas tónico-clónicas que los ratones 
control, así como que presentaban una mayor letalidad. El tratamiento con PTZ en los 
ratones transgénicos de tau reflejó que la sobre-expresión de la proteína tau humana 
mutada producía un aumento en la sensibilidad de los ratones a este agente, ya que 
presentaban un mayor porcentaje de convulsiones y crisis epilépticas a dosis 
subconvulsivas y un mayor porcentaje de mortalidad. En concreto, a los 6-14 meses de 
edad, la dosis subconvulsiva mínima utilizada en estos tratamientos (30 mg/kg) 
producía mioclonías a casi la totalidad de los animales analizados y crisis epilépticas 
tónico-clónicas y mortalidad a la mitad de ellos. Además, la dosis de PTZ que produce 
crisis al 50% de los ratones control (50 mg/kg) producía mioclonías y crisis epilépticas 
a casi el 100% de los ratones TauVLW a partir de los 6-14 meses de edad y la muerte al 
100% de los mayores. Este efecto no se producía en los ratones de menor edad con las 
dosis utilizadas, ni en el grupo de mayor edad a la dosis de PTZ más baja. Sin embargo, 
en todos los casos después del tratamiento con PTZ, las crisis aparecían antes que las de 
los ratones control y presentaban una mayor duración. El destacado aumento de la 
sensibilidad al PTZ en estos ratones refleja la presencia de modificaciones del sistema 
GABAérgico, que podrían estar producidas por la aparición de los agregados de la 
proteína tau hiperfosforilada. Estos agregados podrían alterar la conectividad inhibitoria 
GABAérgica y así originar hiperexcitabilidad y epilepsia en estados basales. Sin 
embargo, estos efectos no se producían en los ratones más jóvenes, probablemente 
debido a que todavía no presentan agregados de la proteína tau hiperfosforilada ni otras 
neuropatologías importantes. 
En personas de edad avanzada y enfermos de Alzheimer se ha visto que algunos 
sistemas de neurotransmisión, como el colinérgico y el glutamatérgico, están 
considerablemente alterados, no así el sistema GABAérgico, que presenta una menor 
vulnerabilidad (Rissman et al., 2007). Los procesos neurodegenerativos producen en 
este sistema GABAérgico ciertas modificaciones en las subunidades del receptor 
GABAA, lo cual parece inducir aumentos compensatorios en las subunidades de este 
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receptor dentro de las células circundantes. Aunque las modificaciones en las 
subunidades del receptor GABAA debidas al envejecimiento y a enfermedades 
neurodegenerativas pueden ser pequeñas, los mecanismos que compensan estos 
cambios podrían alterar la farmacocinética y las propiedades fisiológicas del receptor 
(Rissman et al., 2007). La presencia de agregados anómalos de la proteína tau 
hiperfosforilada en cerebro de los ratones TauVLW, así como las alteraciones neuronales 
adicionales que se producen a consecuencia de la sobre-expresión del transgen de la 
proteína tau humana mutada, podrían disminuir la resistencia del sistema GABAérgico 
y aumentar las modificaciones en la composición de sus receptores, alterando las 
conexiones sinápticas inhibitorias y produciendo hiperexcitabilidad y epilepsia. 
En este trabajo se ha observado por primera vez la presencia de crisis epilépticas 
espontáneas en un modelo de ratón con patología de la proteína tau, que no presenta 
agregados del péptido β-amiloide. Este modelo, a edades avanzadas, presenta agregados 
de la proteína tau hiperfosforilada en ciertas regiones del cerebro principalmente 
relacionadas con la memoria y el aprendizaje. Por todo ello, los ratones TauVLW 
constituyen un valioso instrumento para el estudio de los procesos moleculares 
responsables de la aparición de actividad epiléptica en los pacientes con demencias y 

























provoca importantes alteraciones en la actividad y coordinación motoras, así como un 
reflejo motor dañado y signos de discinesia. Estos déficits motores podrían ser debidos 
a la presencia de abundantes cuerpos de Lafora y procesos neurodegenerativos en 
núcleos motores del troncoencéfalo, núcleos basales y cerebelo. 
2- La falta de expresión de las proteínas laforina y malina produce un importante 
deterioro cognitivo en estos ratones desde los primeros meses de vida, más notable en 
ausencia de malina que de laforina. Este déficit de memoria se agrava sustancialmente 
con la edad y se podría correlacionar con la abundante y creciente acumulación de 
cuerpos de Lafora en hipocampo y en corteza cerebral. 
3- Estos modelos animales de la enfermedad de Lafora presentan además mioclonías 
que se reflejan en el EEG como puntas, complejos de punta-onda y polipuntas, y crisis 
tónico-clónicas espontáneas, con o sin correlatos electroencefalográficos. Muestran, 
además, una mayor sensibilidad al agente epileptógeno PTZ, antagonista del receptor 
GABAA, que refleja la existencia de alteraciones en el sistema GABAérgico, más 
acentuadas en los ratones deficientes en laforina que en los deficientes en malina. 
4- En estado basal, los ratones TauVLW, modelos de la demencia frontotemporal con 
parkinsonismo asociada al cromosoma 17, muestran crisis generalizadas tónico-clónicas 
espontáneas. Estas crisis se corresponden en el registro con complejos de punta-onda 
que se acompañan de manifestaciones externas en la mayor parte de los casos, aunque 
también aparecen crisis en los registros que no se corresponden con convulsiones ni 
otros signos externos. Estas alteraciones pueden ser debidas a la presencia de agregados 
de la proteína tau y de procesos neurodegenerativos en ciertas regiones del cerebro de 
estos ratones. 
5- La sobre-expresión de la proteína tau humana con mutaciones de FTDP-17 produce 
además un descenso del umbral de crisis inducidas por PTZ y una mayor sensibilidad al 
mismo a las diferentes dosis empleadas. Estas alteraciones indican la existencia de 
defectos en los circuitos GABAérgicos que podrían llevar a estadios de 
hiperexcitabilidad y que podrían ser responsables de la aparición de actividad 
electroencefalográfica y epilepsia. 
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6- Los modelos animales de la enfermedad de Lafora así como el modelo transgénico de 
la demencia frontotemporal que se han caracterizado en este trabajo reproducen muchas 
de las características patológicas de estas enfermedades humanas. Por lo tanto, estos 
modelos constituyen excelentes herramientas para el ensayo de nuevas terapias que 
permitan mejorar y/o aliviar los síntomas de estas enfermedades, o incluso, evitar el 
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